Aus dem Institut fUr Virologie und Immunbiologie
der Universitat Wurzburg

Vorstand: Prof. Dr. rer. nat. Thomas Hinig

Identifizierung neuer Dengue Virus Typ-2
Proteaseinhibitoren

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwirde der
medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

vorgelegt von
Mariya Snitko
aus Wurzburg

Wirzburg, September 2014




Referent: Priv.-Doz. Dr. Jochen Bodem
Korreferent: Prof. Dr. Kai Schuh
Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 14.04.2015

Die Promovendin ist Arztin



Inhaltverzeichnis

B IR =1 1= 0T o o 1
1.1 Dengue. Allgemeine Grundlagen ..........ooooeeiiiiiiiiiereeeie e 1

1.1.1 Klassifizierung, weltweite Verbreitung, Ubertragungsweg, klinische Mani-

(=11 €= Ui o a TR N =T =1 o ] L= P 1
1.1.1.1 Virustbertragung und Krankheitsverlauf............cccoocoiiiiiiiiiici e 5
1.1.1.2 DengUE FIEDET ... e 6
1.1.1.3 Hamorrhagisches Denguefieber und Dengue Schock Syndrom................ 6
L I I I g 1= =T o [P PPPPPPRPPIN 7
1.1.2 Morphologie, Genom, Fusions- und Replikationsmechanismus................ 7
1.2 DEeNQUE ProtasE ......coceieiiii ettt 10
1.2.1 Struktur und Funktion der NS2B-NS3pro-Protease.........ccccceevvvevveveeeeenens 10
1.3 DENV-Protease-Inhibitoren..............eeeioiee e 12
1.3.1 Untersuchung von klassischen Serin-Protease-Inhibitoren ...................... 12
1.3.2 Untersuchung von Peptid Inhibitoren ..., 12
1.4. Weitere mdgliche antiflavivirale Medikamente ..........cccoeiiiviiiiiiiieecii, 14
1.4.1 DENV RNA-Polymerase-Inhibitor NITDOOS...........cccccoemmmimiiiieiieeeeeeeeeeeeen 14
1.4.2 DENV Entry-InhibDitOren .......ccoeeeiiii et 14
1.4.3 Zyklophiline als méglicher Angriffspunkt fur die antiflaviviralen Medika-

L= 1= PP RPPPPPPRRPRPRPIN 15
1.5 Zielsetzung der ArDeit......... i 15
2. Material und Methoden.............cciiiiiiiiiiiirrrrrrree s 17
2.0 MALEHIAL ... 17
P2 I IO 1= 0 11 =1 = o SR EPURUURR 17
202 ENZYME.. e 17
P2 1 TN ) £ PP EPUPPUPP 17
2.1.4 OlIGONUKIEOLIAE ....coeeiieeieieiieeee e 17
2.1.5 EXPressioNSVEKIOIEN .....ccuveiiei ettt 18
2.1.6 Bakterienstdmme (transformationskompetent) .........coeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiicinnes 18
P2 A4 = 11 01T o PP PP 18

P2 IR B AN 0 ([T<T (=) o NPT 18



2.1.8.1 Primare ANTIKOIPE .....ueeeeeeee et 18

2.1.8.2 SEKUNAEre ANTIKOIPET ... .cceeei e ettt e e e e 18
2.1.9 GroBeNnStaANAArAS ....ccoeeeeiiie e ———— 18
2 e I B N VS 7= g o F= T e £ 18
2.1.9.2 Protein-Standards ..........ooooiiiiiiiiieee e 18
2.1.10 Lésungen, Puffer, Medien ...t 19
2.1.10.1 BakterienKURUL ... e 19
2.1.10.2 Puffer und Loésungen fur DNA-Analysen und Klonierungen ................. 19
2.1.10.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. COlli.......coeumeeeemmmmiiiirirriinsccccnns 19
2.1.10.2.2 Plasmidpraparation im kleinen MaBstab (Mini-Prap) .........cccccceeeen.... 19
2.1.10.2.3 Plasmidpraparation im groBen MaBstab (Maxi-Prap) ..........ccccceeuunnee 19
2.1.10.2.4 Agarosegel-EleKtrophorese ..........oeeuueeiiieeeiieeiieeeeeeeee e 20
2.1.10.3 Puffer und Lésungen flr Syntheseinduktion, Aufreinigung und Analyse

170 T ] (=Y =Y o PR 20
2.1.10.3.1 Puffer fUr die denaturierende Proteinaufreinigung.........ccccceeeeeeeeeeen... 20
2.1.10.3.2 Puffer fur die native ProteinaufreiniQung.......cceevveeeeiiiiiiiiiiiiiciciees 20
2.110.83.83 SDS-PAGE ......ccooeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 21
2.1.10.3.4 Coomassie-Blau-FArbung.........ccccouumiiiiiiiiiiiiiieeeeeee s 21
2.1.10.3.5 WeStern-BlOot ... 21
2.1.10.3.6 DialySEPUFTEL .cvveeeeeceeee et e e 21
2.1.10.3.7 Modifizierte Proteinbestimmung nach Bradford ...............ccccciinnns 22

2.1.10.3.8 Puffer fur photometrische Analyse der Dengue-NS3pro-Protease....22
2.1.10.3.9 Puffer fur fluorometrische Analyse der Dengue-NS2B-Gly-Linker-

N SC] ol g0 B (o) (== T Y RRPPPRPPPIN 22
2.1.10.4 Loésungen flr Kultivierung von adharenten Zellen.............ceeeeeeeeenn.n. 22
2.1.10.5 Lésungen flr ZellKulturanalySe .............eeeeeeeeeeieeeieeieieeieeeeeeeeeeees 22
P2 I B I ] a1 o 1 o = o PSP 23
P22 Y/ = g o T [T o PP 23
2.2.1 Molekularbiologische Methoden...............eeiiiiiiiiiiiiiiiiii s 23
2.2.1.1 DNA-Amplifikation mit Polymerase-Kettenreaktion..........ccccccceeeeeeennnnnn. 23
2.2.1.2 DNA-Aufreinigung mit PureLink™ PCR Purification Kit..............cccccee.. 24
2.2.1.3 Klonierung von PCR-Produkten ... 25

2.2.1.4 Herstellung chemisch kompetenter E. COli.........coevveeiiniiiiiieeiiiceiceeeean, 25



2.2.1.5 Transformation chemisch kompetenter Bakterien...........cccccccceiiieennnnnn. 26

2.2.1.6 Kultivierung und Konservierung von Bakterien ..........ccoovvveiiiiiieennenenn. 26
2.2.1.7 Minipraparation von Plasmid-DNA ... 26
2.2.1.8 Maxipraparation von Plasmid-DNA..........cccoiiiiiiiiiirreee e 28
2.2.1.9 Absorptionsspektrometrische Bestimmung des Nukleinsauregehalts...28
2.2.1.10 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen..............ccccccee.... 29
2.2.1.11 Analyse von DNA mit Hilfe von Agarosegel-Elektrophorese................. 30
2.2.1.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen.........ccccceeeeeieeennnn. 31
2.2.1.13 Dephosphorylierung von 5-Enden ... 32
2.2.1.14 Ligation linearer DNA-Fragmente.........ccooiiiiiiiiciiiiiiccecie e 32
2.2.1.15 Sequenzierung VON DNA..... ..o 33
2.2.2 Proteinbiochemische Methoden ... 34
2.2.2.1 Herstellung des proteinsequenztragenden Klons, Vermehrung der klon-

tragenden Bakterien, Induktion der Proteinsynthese ..........cccccciiiiiiiiiiiinns 34
2.2.2.2 Denaturierende Proteinaufreinigung .......ooevveeeeeiiiiicceeieie e 36
2.2.2.3 Native Proteinaufreinigung ........cccccoeeeeeiiiieeieeeeeeeeee e 37
2.2.2.4 Analyse der Proteine in denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelen ...... 37
2.2.2.5 Farbung von Proteingelen mit Coomassie-Blau ..............ooooeviiiiiiiinnnnes 39
2.2.2.6 Western-Blot-Analyse von Proteinen ... 39
2.2.2.7 Dialyse von ProteinlBSUNGEN ........coiiiiiiiiiii et e e 40

2.2.2.8 Bestimmung des Proteingehalts (modifizierte Proteinbestimmung nach

=T ) (o (o | SRR 41
2.2.3 Zellbiologische, virologische, enzymkinetische Methoden....................... 41
2.2.3.1 Kultivierung von adhérenten Zellen ... 41
2.2.3.2 Zelldichtebestimmung und Animpfung von Zellkulturplatten................. 42
2.2.3.3 Vermehrung von DENV2 in Vero-Zellen ... 42
2.2.3.4 FixXierung VON ZellEN ... e 43
2.2.3.5 Methoden zur Analyse von Proteaseinhibitoren in vivo ....................... 43
2.2.3.5.1 Bestimmung der Zytotoxizitat von DENV2-Protease-inhibitoren......... 43
2.2.3.5.2 Beurteilung der Wirkung von DENV2-Proteaseinhibitoren mit Hilfe von

Immunhistochemie und FIUOrOMEtrie .........ccoooriiiiieieee e 44
2.2.3.5.2.1 Visuelle BeurteiluNg ........ooooi oo 44

2.2.3.5.2.2 FIUOreSZENZMESSUNG ....coeiieeeeeieeeeiiiiie e e e e e e e 45



2.2.3.6 Methoden zur Analyse von Proteaseinhibitoren in vitro............ccccccee.... 46

2.2.3.6.1 Grundlagen der EnzymKinetiK .............eeeeimmiiimmimiiieiiieeeeeeeees 46
2.2.3.6.2 Aktivitatsprifung von ENzymen ..........cooiiiiiiiiiii e 49
2.2.3.6.2.1 Photometrische ANalyse.........ccccoumiiimieiiiieeeeeeeeeeeeee s 49
2.2.3.6.2.1.1 ,Assay“-Bedingungen flir Photometrische Analyse der Den-
gue-NS3pro-Protease ohne Kofaktor.........ooceeeiiiiiiiicie e 49
2.2.3.6.2.2 Fluorometrische Analyse.........coooumiiiiiii e 50
2.2.3.6.2.2.1 ,Assay“-Bedingungen flr flourometrische Analyse der Dengue-
NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease ... 50
2.2.3.6.2.2.2 KM-BeStimMmUNG ......ooiiiiiiieee et e e e eaeaas 51
2.2.3.6.3 Fluorimetrische Analyse von Proteaseinhibitoren .............cccccoeeeenneen. 51
2.2.3.6.3.1 INhibitorenteStUNG. ... cooi e 51
2.2.3.6.3.2 KOIreKIUrMESSUNQ .uuuuiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e eanaan 52
2.2.3.6.3.3 Bestimmung des IC_ -Wertes ..., 53
2.2.3.6.3.4 Bestimmung von Km und Vmax, Auftragung nach Lineweaver-Burk
und Beurteilung der WirkUNGSWEISE........eeeeiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 54
R TR o 1= o 1T = 56
3.1. Herstellung der DENV2-Proteasese ............eueeeeeeeieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeenees 56

3.1.1 Herstellung der DENV2-Protease mit dem kompletten NS2B-Kofaktor ....56
3.1.1.1 PCR-Amplifizierung von DENV2-Proteasesequenzen, Herstellung des
DENV2-Protease kodierenden Klons, Expression und Aufreinigung der Protease
56

3.1.2 Expression und Aufreinigung des NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Proteasen-

konstruktes VON DENV2...... ... e e 61
3.2 Aktivitatsprifung der DENV2-Protease .......cooovvvvevviiiiiieiiiiie e 63
3.3 Identifizierung neuer DENV2-Proteaseinhibitoren............ccccoooiiiiiiiiiiinns 66
3.3.1 Suche nach einer passenden Substanzklasse ........cccccceeeiiiiiiiiiiiiicinnns 66
3.3.2 Testung von FM 47 und TP 38 Derivaten.........cccevveeiiiieiiiiiiiiieieeecces 70
3.3.3 Bestimmung des IC, -Wertes ausgewahiter Inhibitoren......................... 72
3.3.4 Beurteilung der Wirkungsweise ausgewahlter Inhibitoren ........................ 73
3.3.5 Analyse ausgewahlter FM 47 und TP 38 Derivate in vivo ..........ccccceeeee.... 75

3.3.5.1 Bestimmung der ZytotoXizitat .........couveemmmiiiieee e 75



3.3.5.3 Beurteilung der Proteaseinhibitoren in vivo mit Hilfe von Immunhisto-

chemie und FIUOrOMETFIE. ....oooeiieee e e 78
3.3.5.3.1 Visuelle Beurteilung der viralen Replikation .........cccccceeeiiiviiiiciiiineennnn. 78
3.3.5.3.2 FIUOIrESZENZIMESSUNG ....ceeeeiieeie e e e e e e e e e e ee e e e e e e e e e e s s e s s annnnes 81
4.1 Entwicklung antiviraler Substanzen ............ccccooioeeiiiiiiee 84
4.2 Methoden zur Entwicklung antiviraler Substanzen .............ccccccciiiiiiieenenn. 84
4.3 Prozessierung des VorlAuferproteins .............eeeeeeeieeiieiieieiiiiie s 86
ESIZA T E=T=T0 010 0 T=T g 7= 51T U o 88
6. LiteraturverzeiChNis ... s 89
78 - 21 F= T2 T 100
7.1 InhibItOrenVerZeiChNIS .....oouuuuieeeee e 100
7.2 AbbIldUNGSVErZEICHNIS ... e 122

VAC =1 oY= 121 a1V 4= (o] | 11T TR 125



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Dengue. Allgemeine Grundlagen

1.1.1 Klassifizierung, weltweite Verbreitung, Ubertragungsweg,
klinische Manifestation, Therapie

Das Dengue Virus ist ein behllltes Einzel-(+)-Strang-RNA-Arbovirus, das zur
Genus Flavivirus der Familie Flaviviridae gehdrt (1). Sein Haupttbertrager ist die
Gelbfiebermiicke (Aedes aegypti), aber auch andere Mickenarten, wie z.B. die
Asiatische Tigermucke (Aedes albopictus), Polynesische Tigermucke (Aedes
polynesiensis) oder Aedes scutellaris waren an Ausbrichen von Dengueinfekti-
on beteiligt (2).

Familie Genus Spezies
Flaviviridae Flavivirus Dengue Virus
Gelbfieber Virus

Frihsommer-Meningoenzephalitis
Virus

West-Nile-Virus

Japanische B-Enzephalitis Virus

Tick-borne Enzephalitis Virus

(TBEV) u.a.
Hepacivirus Hepatitis C Virus
Pestivirus Bovine Viral Diarrhea Virus 1

Bovine Viral Diarrhea Virus 2
Classicl Swine Fever Virus (CSFV)
Border Disease Virus (BDV)

Tabelle 1: Familie Flaviviridae (3)

Das Dengue Virus (DENV) ist der Verursacher des Dengue Fiebers (DF), Dengue
héamorrhagischen Fiebers (DHF) und Dengue Schock Syndroms (DSS). Etwa
40% der Weltbevdlkerung (ca. 2,5 Milliarden Menschen) sind durch das Virus
bedroht, da sie in den Ausbreitungsgebieten des Vektors leben (Abb. 1) (2, 4, 5).
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Vor allem tropische und subtropische Klimazonen sind von der Dengueinfektion
betroffen. Ungeféhr 1,8 Milliarden Betroffenen leben in den Landern Sid-Ost-
Asiens und des westlichen Pazifiks (Abb.1). Dort werden ca. 75 % aller Dengue-
félle registriert. Besonders betroffen sind Indien, Myanmar, Thailand, Sri Lanka
und Indonesien (mit der héchsten Inzidenz von 157442 Félle im Jahr 2007 und
der gebietsweise héhsten Sterberate von bis zu 5 %) (6, 7). In Kambodscha,
Malaysia, Vietnam und auf den Philippinen wurden in den Jahren 2012-2013
593904 DF-Félle mit 1660 Todesféllen registriert (8).

Es gibt keine genauen Angaben Uber die Anzahl der Dengue-Ausbrtichen und
die Anzahl der Betroffenen in Afrika. Bis jetzt wurde Gber DENV-Epidemien

in Kenia, Mosambik, Somalia, Seychellen, Dschibuti, Nigeria, Burkina-Faso,
Sansibar, Senegal, Réunion, auf den Komoren und den Kap Verdischen Inseln
berichtet (9-11) (Abb.1).

Dengue Risikogebiete, 2011 (WHO)

7 /K
R
»‘é /7 January isotherm

Abbildung 1: Regionen mit Dengue Transmissionsrisiko. Weltweite Verteilung des Dengue
Infektionsrisikos. Gelb sind Lander mit gemeldeten Dengue Fallen gekennzeichnet. Die
beiden Linien sind die Januar- und Juli-Isothermen. Sie grenzen die Gebiete ab, wo die
Vektormiicke Aedes aegypti das ganze Jahr liber liberleben kann und reprasentieren somit
den Raum mit mdglicher Denguetransmission (12). (Bild ibernommen aus WHO map pro-
duktion 2012)

Die am stérksten betroffenen Lander in Zentral- und Sidamerika sind Honduras,
Costa Rica, Venezuela, Brasilien und Paraguay. Im Jahr 2007 wurden in der westli-
chen Hemisphare mehr als 900000 Falle von DF und mehr als 26000 Falle von DHF
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registriert, wobei allein 500000 Neuinfektionen aus Brasilien gemeldet wurden. Seit
1955 wurde in den Landern wie Bolivien, Costa Rica, El Salvador, Teilen von Karibik
und den USA eine Zunahme der Inzidenz um mehr als 100 % beobachtet (Abb.2) (5,
13, 14).

N
Lol I
f“.lj S el i
1997-1998 (,.‘[; ":\/ ** gountries ;f , 5
W - reporting DENV-35, F
% DHF cases £ -

1994-2001 i
-5

1999-2001

Abbildung 2: Ausbreitung von DENV3 in Lateinamerika in den Jahren 1994-2001. (Bild Giber-
nommen aus CDC EID journal July 2003, Volume 9, p. 807)

2007 betrug die Zahl der Infizierten in den USA 488 Menschen im Vergleich

zu 1995 mit nur 7 Dengue Infektionen. Dabei handelte es sich allerdings um
Reiseinfektionen. Bereits 2009 wurde allerdingsiber die ersten Félle der loka-
len Dengue Infektion in Key West Florida berichtet (5). Inzwischen wurde das
Vorkommen des Vektors Aedes aegypti in 21 Staaten der USA registriert. In
manchen Staaten erreichen die Wintertemperaturen einen Tiefstwert von -20°C.
Da die Mucken kaltesensibel sind, Gberleben sie dort vermutlich an von Kalte
geschutzten Orten. Dies macht ihre Ausbreitung auch in Europa méglich (15).
In Dengue Endemiegebieten ist die Mehrheit der erwachsenen Bevolkerung
DENV-seropositiv (16). Die Sterberate an DHF betragt ca. 5 %. Bei einer recht-
zeitig eingeleiteten adaquaten symptomatischen Therapie kann diese auf etwa
1 % reduziert werden (17). Besonders betroffen sind Kinder und junge Erwach-
sene (18).

Die Mehrheit der Betroffenen sind Bewohner der tropischen GroBstadte. Hier
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dienen die offenstehenden Wasserreservoire als Brutplatze fur die DENV-Vek-
toren Aedes aegypti und Aedes albopictus. Die Micken sind tagaktiv, weshalb
Mosquitonetze keinen ausreichenden Schutz bieten. Auch Insektizide sind bei
der Mlckenbekdmpfung wenig effektiv (15). Die hohe Bevoélkerungsdichte tragt
zur Ausbreitung der Micken bei und fiihrt zu explosionsartigen Endemien. Zum
Beispiel 1988 sind in Guayaquil (Ecuador) innerhalb von vier Monaten 420000
DF-Falle gemeldet worden (19, 20). Auch landliche Regionen bleiben auch nicht
ausgespart. Seit 2007 wird in Kambodscha eine Zunahme der Neuinfektionen
auf dem Land beobachtet (2).

In Europa ist DENV bisher nicht heimisch. Im Jahr 1928 kam es jedoch mit tber
600000 Erkrankten und 1000 Toten in Athen und Pirdus zu einem der gréBten je
erfassten Dengue-Ausbriich (21). Seit etwa 1990 ist die Tigermicke (Aedes
albopictus) in Italien zu finden. In den folgenden 20 Jahren hat sie sich tber 82
von 107 Provinzen ausgebreitet (Abb. 3) (22). Auch in Stdfrankreich hat sich
diese Spezies etabliert (Abb. 3). Dort wurde 2010 Uber den ersten autochthonen
Fall von DF berichtet (23). Somit ist eine Transmission des DENV in Europa
bereits mdglich. Die Transmissionswahrscheinlichkeit kbnnte steigen, sobald
der Vektor den nérdlichen Teil Europas besiedelt hat. Auch die Etablierung des

Aedes aegypti in Europa wird als nicht unwahrscheinlich angesehen (15).

Aedes albopictus Aedes aegypti

Abbildung 3: Verbreitung von Aedes albopictus und Aedes aegypti in Europa, Jan. 2014
Ausbreitung von lGiberwinternden Populationen: rot - etabliert, gelb - seit Kurzem vorhan-
den: Spezies wurden in den letzten 5 Jahren in mindestens einem Stadtbezirk beobachtet;
grin - nicht vorhanden: in den letzten funf Jahren keine Hinweise auf Miickenpopulationen
bei Inspektion der Gebiete oder aus Studien; mittelgrau: bei den lokalen Experten liegen
keine frischen Daten vor; hellgrau - unbekannt: keine Studien durchgefiihrt, keine Infor-
mationen Giber Miickenfauna vorhanden (115). (Bilder Gibernommen aus ECDC 2005 - 2014,
mosquito maps)
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AuBerdem erhdht der steigende Tourismus in die Endemiegebiete das Auftritts-
risiko von DENV-assoziierten Krankheiten in Europa. Zum Beispiel ist im Ver-
einigten Konigsreich eine DENV-Infektion, nach Malaria, die zweithaufigste
Ursache fur den Krankenhausaufenthalt bei Rickkehrern aus Indien (15). Eine
Zunahme der importierten Dengue-Félle wird auch vom Robert-Koch-Institut
gemeldet. In den Jahren 2001 bis 2006 wurden 845 Falle registriert, im Durch-
schnitt ca. 140 Félle pro Jahr. In den nachfolgenden vier Jahren stieg die Anzahl
der DENV-Infizierten mit ca. 305 pro Jahr auf das Doppelte (21, 24). Bei ca. 3
Millionen Reisenden aus Deutschland in Dengue Endemiegebiete liegt die Inzi-
denz bei ca. einem Fall pro 10.000 Reisende, dabei ist eine groBe Dunkelziffer
aufgrund von nicht diagnostizierten und nicht gemeldeten Félle anzunehmen. In
Deutschland sind DENV Infektionen seit 2001 meldepflichtig (23).

1.1.1.1 Virusibertragung und Krankheitsverlauf

Bisher wurden vier verschiedene Serotypen von DENV beschrieben: DENV1,
DENV2, DENV3 und DENVA4. Die Infektion mit einem der Serotypen hinterlasst
eine lebenslange serotypenspezifische Immunitat. Da in keinem Verbreitungs-
gebiet nur ein Serotyp endemisch ist, kdnnen die Menschen, die in Endemiege-
bieten leben, mehrmals durch DENV-Infektion betroffen sein (1, 2, 5).

Der Ubertragungsweg von DENV ist Mensch — Miicke — Mensch (25). Nach der
Aufnahme des infizieren Blutes durch die weibliche Mlcke, betragt die Inkuba-
tionszeit des Virus in den Insektenspeicheldriisen 7-14 Tage (26). Danach kann
das Virus weitergegeben werden. Die Micke bleibt ihr Leben lang infiziert (17).
Auch die Larven der infizierten Miicke werden zu Virusibertragern (25).

Auch Uber nicht vektorgebundene DENV-Ubertragung wird berichtet, wie z.B.
durch Nadelstichverletzungen, nach mukokutaner Exposition mit Infiziertem
Blut, nach Knochenmarkstransplantation, intrapartal sowie einige Falle von ver-
tikaler Ubertragung. Fur die vertikale Infektion scheint besonders DENV2 pré-
dominant zu sein. Dies kénnte durch hohe Zirkulation dieses Serotyps erklart
werden (27-29). Zu den Hauptkomplikationen bei einer Infektion wahrend der
Schwangerschaft zahlen vorzeitige Wehen, Frihgeburt, niedriges Geburtsge-

wicht sowie peripartale mutterliche und kindliche Blutungen (30-32).



Einleitung

1.1.1.2 Dengue Fieber

Es werden drei Verlaufsphasen definiert. In den ersten 4-5 Tagen nach dem
Stich einer infizierten Micke, kommt es zur febrilen Phase mit einem Fieberan-
stieg bis 40°C und einer Fieberkontinua Uber 2-3 Tage. Diese ist durch typische
Symptome begleitet: starke retroorbitale Kopfschmerzen, Gelenk- und Mus-
kelschmerzen, makulopapuléses Exanthem an den Extremitéaten - sogenannte
Dengue-Trias (2, 21, 33, 34). Ein Infektionsnachweis ist in dieser Phase alleine
durch RT-PCR mdéglich. Die IgM-Antikérper sind erst ab 6.-10. Tag nach Symp-
tomenbeginn nachweisbar (21, 35).

Danach folgt die kritische Phase mit Fieberabfall unter 38°C begleitet von Leu-
kopenie, Lymphknotenschwellungen, Thrombozythopenie, Steigerung der Ka-
pillarpermeabilitat mit Petechien und Plasmaverlust in den dritten Raum. Diese
dauert 24-48 h. Wird sie Uberlebt kommt es zur ,,Phase der Rekonvaleszenz".

Die Abheilung ist meistens komplikationslos (2, 34).

1.1.1.3 Hamorrhagisches Denguefieber und Dengue Schock
Syndrom

Kommt es in der ,kritischen Phase® zu den hdmorrhagischen Phdnomenen wie
petechiale Blutungen, positiver Tourniquet-Test, Zahnfleischblutungen, inneren
Blutungen, Bluterbrechen, Teerstuhl sowie Hepatomegalie, Hamatokritanstieg,
Thrombozytenabfall unter 100000/ul und zunehmender Plasmaaustritt in die
Kérperhdhlen so handelt es sich um das HDF. Vom DSS spricht man wenn die
Zeichen eines Kreislaufschocks wie Hypotonie, Tachykardie, KaltschweiBigkeit,
Blasse und Unruhe dazukommen (33, 36, 37). Bei einigen Patienten mit DSS
kommt es zur disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) (38, 39).

Die meisten DHF-Betroffenen sind Menschen mit der zweiten Dengue-Infektion,
die bereits durch einen anderen Serotyp immunisiert wurden (21). Man glaubt,
dass heterotypische Infektionen durch heterologe Antikdrper eine Steigerung
der viralen Aufnahme und Vermehrung in den Fc-Rezeptor tragenden Zellen
und somit der Auftrittswahrscheinlichkeit einer DHF bewirken. Dieser Mecha-

nismus wird Antibody Dependent Enhancement (ADE) genannt (40-42).
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1.1.1.4 Therapie

Momentan gibt es keine wirksamen Medikamente oder Vakzine, deswegen
bleibt die Behandlung des DF, DHF und DSS rein symptomatisch (34). Wah-
rend der Fieberperiode ist auf ausreichende Flissigkeitszufuhr zu achten (40).
Die antipyretische Therapie ist besonders bei Patienten mit Hyperpyrexie

oder bekannten fieberassoziierten Krampfen empfohlen. Dabei soll auf die
Verwendung von Acetylsalicylsdure-Praparate (z.B. Aspirin u.a.) wegen ihrer
gerinnungshemmenden Wirkung, Azidosegefahr und méglicher Auslésung

des Reye-Syndroms verzichtet werden. Stattdessen wird Paracetamol in einer
altersentsprechenden Dosierung empfohlen. Bei agitierten Patienten ist die
Gabe von kurzwirksamen nicht lebertoxischen Beruhigungsmitteln vertret-

bar (39). Bei starkem Plasmaverlust ist eine Volumenersatztherapie mit Gabe
von Elektrolytlésungen, Plasmaexpander und/oder humanem Serumalbumin
empfohlen. Die Therapie richtet sich nach Hamatokritwert, der engmaschig zu
kontrollieren ist. Auch der Sdure-Basen-Haushalt soll regelmaBig mittels Blut-
gasanalyse Uberwacht und Stérungen ausgeglichen werden. Sauerstoffthera-
pie ist bei Schock bei allen Patienten indiziert; Bluttransfusion sowie Gabe von
Blutplasma ist bei Patienten mit klinisch signifikanten Blutungen zu erwégen
(83, 39, 43). Bei seltenen Krankheitsverlaufen, wie zum Beispiel bei akutem
Leberversagen, ist das Therapiemanagement schwieriger. Bei Patienten, die
einen starken Anstieg von Aminotransferasen und Bewusstseinsverédnderungen
oder eine pathologische neurologische Symptomatik, wie Hyperreflexie, aufwei-
sen, ist besondere Vorsicht bei intravendser Flissigkeitsgabe geboten, um ein
maogliches Hirnédem und Encephalopathie zu vermeiden (39). Der Ausgang von
DHF und DSS ist stark vom rechtzeitigen Therapiebeginn und adaquater Symp-

tomkontrolle abhangig.

1.1.2 Morphologie, Genom, Fusions- und Replikationsmechanismus

Dengue Virione sind 40-50 nm groBe ikosaedrische Partikel, die aus drei ver-
schiedenen Strukturproteinen aufgebaut sind: dem Nukleokapsidprotein C
(12-14 kDa), nicht glykosyliertem Membranprotein M (8 kDa) und Glykoprotein
E (51-59 kDa), dem wichtigsten Verpackungsprotein (17). Das DENV Genom ist
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eine einzelstrangige 11-Kilobasen sense-RNA. Sie stellt ein einziges offenes
Leseraster (open reading frame = ORF) dar, das fir drei Strukturproteine (C,
prM, E) und sieben Nicht-Strukturproteine (NS1 (42-50 kDa), NS2A, NS2B, NS3
(69 kDa), NS4A, NS4B, NS5) kodiert (Abb. 4B) (44). Die RNA wird als einzelnes
Polyprotein translatiert und durch die Wirts- und die virale Proteasen zurechtge-
schnitten. AuBerhalb des ORFs befinden sich 5°- und 3‘- UTRs (untranslatierte
Bereiche). Sie sind an der Translation, Replikation, sowie an dem Viruszusam-
menbau beteiligt (17). Auf dem 5-Ende besitzt die RNA ein Typ 1 Cap, ein poly-
A-Schwanz am 3‘-Ende fehlt (Abb. 4) (45).

Die Infektion durch DENV beginnt mit der Bindung des Proteins-E an den zellul&-
ren Rezeptor und der darauf folgenden Penetration in die Wirtszelle mittels Endo-
zytose. Dem Protein-M wird die Rolle eines Chaperons zugesprochen, das flr
die richtige Faltung des Proteins-E sorgt. Nach der Membranfusion wird die virale
RNA frei. Translation und Replikation werden eingeleitet (Abb. 4) (17, 45, 3).

Die Nicht-Strukturproteine sind fir die Replikation notwendig (17). Das NS1-Gly-
koprotein ist an der Zelloberflache von infizierten Zellen zu finden (46) sowie
intrazellular im Bereich des viralen Replikationskomplexes (Abb. 4C) (47). NS2A,
NS2B, NS4A, NS4B sind hydrophobe membranassoziierte Proteine (17). Die
180-AS-lange N-terminale NS3-Domaéne bildet mit der 40 AS-langen hydrophi-
len NS2B-Region eine aktive Serinprotease-Einheit (17, 44, 45). Der C-termi-
nale NS3 Bereich kodiert fir RNA-Triphosphotase, RNA-Helikase und NTPase
(17, 48). Das NS5-Protein besitzt eine Methyltransferase und RNA-abhangige
RNA-Polymerase Aktivitat (45).

Das Proteins C ist an der Verpackung und Ausschleusung von Virionen aus

der Wirtszelle beteiligt (Abb. 4C) (45). Die Partikel werden Uber den klassischen
Sekretionsweg zur Zelloberflache transportiert (17).
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Abbildung 4: A: Aufbau des Dengue Virus RNA Genoms. B: DENV Polyprotein mit Protein-
kodierenden Regionen und Schnittstellen der viralen (blaue Pfeile) und der Wirtsproteasen
(rote Pfeile). Am Ubergang NS1-NS2A spaltet eine noch unbekannte Wirtsprotease im ER.
Eine ER-Signal-peptidase schneidet das DENV-Polyprotein in den Bereichen zwischen
C-prM, prM-E, E-NS1 und NS4A-NS5. Die Processierung an den NS2A-NS2B, NS2B-NS3,
NS3-NS4A und NS4B-NS5 Ubergangen geschieht durch die virale NS2B-NS3pro-Se-
rin-Protease (17, 44, 45, 48). C: DENV Vermehrungszyklus. (Bilder ibernommen aus FEBS

J. 2007, Vol. 274, No.7, p. 2988 und Infectious Disorders - Drug Targets. 2009, Vol 9, No. 3,
p- 330)
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1.2 Dengue Protease
1.2.1 Struktur und Funktion der NS2B-NS3pro-Protease

Die 180 Aminoséuren lange N-terminale Doméane des NS3-Proteins ist eine
Trypsin dhnliche Serinprotease NS3pro mit einer funktionellen katalytischen
Triade His 51, Asp 75 und Ser 135 (in DEN-2) (Abb. 5). Dieses Enzym katalysiert
die hydrolytische Spaltung von Peptidbindungen. Durch Histidin wird Serin po-
larisiert und geht eine kovalente Bindung mit der Carbonylgruppe eines Peptids
ein, sodass eine tetraedrische Zwischenstufe entsteht. Der Wasserstoff der Se-
rin-Hydroxylgruppe wird durch Histidin bernommen. Die positive Ladung des
entstandenen Imidazolium-lons wird durch eine Wasserstoffbriicke zur Aspar-
tat stabilisiert. Durch die Ubertragung des Wasserstoffs vom Histidin auf den
Stickstoff des Peptids wird die Peptidbildung gespalten und das erste Reakti-
onsprodukt - R2-NH2 - entsteht. Zuriick bleibt ein Acylenzym-Intermediat. Im
néachsten Schritt bildet das im katalytischen Zentrum gebundene Wasser eine
Wasserstoffbriicke mit Histidin aus und greift den Carbonyl-Kohlenstoff des
Acylenzyms nukleophil an. Dadurch wird die Esterbindung mit Serin gespalten.
Das zweite Reaktionsprodukt - R1-COOH entsteht (49).

NS3pro ist zusammen mit NS2B Kofaktor essentiell fiir die virale Replikation (45,
48, 50). Mutationen in der Protease kodierenden Region kdnnen zu ihrer Inaktivi-
tat fhren und somit die virale Vermehrung unmaéglich machen (50).

Das NS2B-Protein wirkt aktivierend auf die NS3pro-Protease und ist somit flr
ihre optimale katalytische Funktion bei der Prozessierung des Polyproteins zu-
sténdig (51). Bei der Erforschung der kristallographischen Struktur von NS3pro
und rekombinanten NS2B-NS3pro-Proteins hat man eine NS2B-induzierte Kon-
formationsé&nderung der Protease gesehen. Im Vergleich zu NS3pro (Abb. 6A)
zeigt das rekombinante Protein (Abb. 6B) eine Anderung der Sekundar- und Ter-
tiarstruktur mit raumlicher Umstrukturierung von Aminoséurenresten der katalyti-
schen Triade. Somit erflllt das NS2B-Protein eine Chaperon-Funktion (17, 44).
Der NS2B-NS3pro-Proteasenkomplex schneidet das Polyprotein an den NS2A/
NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A und NS4B/NS5 Ubergéngen, sowie innerhalb der
Protein C, NS2A, NS3 und NS4A Bereiche (Abb. 4) (44, 48).

10
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Abbildung 5: Katalysemechanismus einer Serinprotease. Hydrolytische Spaltung von Pep-
tidbindungen mit Hilfe der katalytischen Triade His 51, Asp 75 und Ser 135. Das Proton von
der Serin-Hydroxylgruppe wird durch Histidin ibernommen. Das polarisierte Serin bildet
eine kovalente Bindung mit der Carbonylgruppe des Peptids. Durch Ubertragung des Was-
serstoffs vom Histidin auf den Stickstoff des Peptids, wird die Peptidbildung gespalten.
Durch Histidin polarisiertes Wassermolekiil greift den Carbonyl-Kohlenstoff des Acylen-
zym-Intermediats nukleophil an und die Bindung mit Serin wird gespalten. (49, 117). (Bild
Ubernommen aus Wikimedia commons 2006)

™ NS2B 43-96

N-Term

Abbildung 6: Kristallographische Struktur von NS3pro- und von der aktiven Form des
NS2B-NS3pro-Proteins. Das 43-96 AS Fragment des Fusionsproteins (NS2B-Glycin Lin-
ker-NS3pro) des DENV2 ist in Blau, die katalytische Triade in Rot dargestellt (17). (Bild
ibernommen aus FEBS J. 2007, Vol. 274, No.7, p. 2993)
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1.3 DENV-Protease-Inhibitoren

Die Medikamentenforschung gegen Dengue Infektion geht hauptséchlich in
zwei Richtungen. Die eine ist die Entwicklung eines Vakzins, die momentan
allerdings ohne Erfolg bleibt (52), wahrend die zweite als Ziel hat die virale Ver-
mehrung zu unterdriicken. Das kénnte zum Beispiel mit Hilfe von Proteaseinhi-
bitoren erreicht werden.

Obwohl NS3pro-Proteasen der vier DENV Serotypen nur eine 60 %-ige Struk-
turdhnlichkeit aufweisen, werden von ihnen fast identische Substrate bevorzugt,
so dass es durchaus mdglich ist, Inhibitoren zu entwickeln, die bei allen Seroty-

pen gleichermaBen wirksam sind (53).

1.3.1 Untersuchung von klassischen Serin-Protease-Inhibitoren

Am Anfang der Inhibitorenforschung gegen NS3pro wurden klassische Se-
rin-Protease-Inhibitoren untersucht. Dabei zeigte sich, dass keiner von diesen,
auBer Aprotinin, die Protease hemmt. Aprotinin zeigte dagegen eine gute Hem-
mung in submikromolaren Konzentrationen (3 pM) (44).

Aprotinin ist ein potenter kompetitiver Inhibitor von Serin Proteasen, wie Tryp-
sin, Chymotrypsin, Plasmin, Kallikrein, Thrombin, aktives Protein C und besitzt
somit eine blutstillende und atiinflamatorische Wirkung (54). 1993 wurde es in
den USA wegen seiner prohdmostatischer Wirkung zur Senkung des periopera-
tiven Blutverlustes in der Bypasschirurgie zugelassen und 2008 wegen Kardio-
toxizitat wieder vom Markt genommen (55, 56).

Ob Aprotinin in der Behandlung von Patienten mit dem DHF positive Auswir-

kungen zeigen kann, wurde bis jetzt nicht untersucht.

1.3.2 Untersuchung von Peptid Inhibitoren

Verschiedene Peptid Inhibitoren wurden bereits untersucht. Es konnten wichti-
ge Erkenntnisse Uber Inhibitor-Enzym-Interaktion gewonnen werden. Es wurde
festgestellt, dass Dengue-NS3pro-Protease dibasische Reste in ihren Peptid-
substraten bevorzugt (44, 57). Einige kleinmolekulare Peptidsubstanzen mit

guten Hemmeigenschaften wurden dabei identifiziert (Tabelle 2) (57, 58).

12
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Inhibitoren Ki (uM) [ Substanzklasse Wirkung
1. | Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H 5,8 Aldehyd kompetitiv
2. | Bz-Nle-Lys-Arg-(p-Me)Phe-H 6,0 Aldehyd -
3. | Bz-Nle-Lys-Arg-(p-guanidinyl)Phe-H | 2,8 Aldehyd -
4. | Bz-Lys-Arg-Arg-H 1,5 Aldehyd -
5. | Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-CF3 0,85 Trifluorometylketon -
6. | Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-B(OH)2 0,043 Borsaure-Tetrapeptid | -

Tabelle 2: Peptidinhibitoren der DENV NS3pro-Protease (57, 58)

Die Peptide zeigten gute inhibitorische Wirkung, soweit sie basische Reste (Arg) an
P1 und P2 aufwiesen (Abb.7). Auch Di- und Tripeptide waren unter dieser Bedin-

gung wirksam. AuBerdem wurde beobachtet, dass der Ersatz von P1 Arginin durch
neutrale, ungeladene aromatische Aminosaurenderivate, wie (p-Me)Phe, nicht zum

Verlust der inhibitorischen Wirkung fiihrt, wohl aber der Austausch von P2 Arginin

(58).
HNYNHZ

Me HN

0 o)
N
o = o‘\L
\H NH
1

(Kj = 5.8 uM) NH; HN NH,

Abbildung 7: Bz-Nle-Lys-Arg-Arg-H (Bild ibernommen aus Bioorganic & Medicinal Che-
mistry Letters Jan. 2006, Vol.16, Iss.1, p.41)

2010 wurde ein kleinmolekularer Inhibitor der DENV NS2B-NS3pro Protease
BP2109 (N,N‘-[(9-oxo-9H-fluorene-2,7-diyl)-bis(oxyethane-2,1-diyl)]-bis(N,N-
diethyl-decan-1-aminium)) gefunden (IC, Wert liegt bei 15,43 + 2,12 uM) (Abb.
8). Seine Hemmung von Expression des DENV2-Replikons liegt bei einem IC
Wert von 0,17 + 0,01 pM. Er hemmt DENV (Serotyp 1-4) Replikation und virale
RNA-Synthese ohne nachweisbarer Zytotoxizitat. Allerdings wurde Uber einige
BP2109-resistente DENV2 Klone berichtet, die Substitutionen R55K und E80K
im NS2B-Bereich aufwiesen (59).

13
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Abbildung 8: BP2109 (Bild ilbernommen aus Antimicrob Agents Chemother. Jan 2011, Vol.
55, No. 1, p. 232)

1.4. Weitere mogliche antiflavivirale Medikamente

1.4.1 DENV RNA-Polymerase-Inhibitor NITD008

Im September 2009 wurde Uber einen Adenosin Nukleosid Inhibitor NITDO08
berichtet (60) (Abb.9). Er hemmt vier Serotypen von DENV und weitere Flavi-
viren wie West-Nile-Virus, Gelbfieber Virus und Tick-borne Enzephalitis Virus.
Die Triphosphat Form von NITDOO08 unterdriickt durch direkte Hemmung der
RNA-abhangigen RNA Polymerase die Synthese der viralen RNA und somit die
DENV Vermehrung. Es zeigt gute pharmakokinetische Eigenschaften in vivo und
kann oral zugeftihrt werden. Bei der Untersuchung in Mausen wurde eine Su-
pression der Viramie, Reduktion der Zytokinfreisetzung und eine Verhinderung

des letalen Ausgangs beobachtet (60).

NH,
e,
HO / | JN
0] N N/
/
S - =
Ho' “oH

Abbildung 9: NITD008 (Bild iibernommen aus Proc Natl Acad Sci U S A. Dec. 2009, Vol. 106,
No. 48, p. 20436)

1.4.2 DENV Entry-Inhibitoren

Entry-Inhibitoren werden bereits erfolgreich in der HIV-Therapie eingesetzt. Da

auch DENV durch rezeptorvermittelte Endozytose in die Zellen gelangt, wird viel
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in der Entwicklung von Entry-Inhibitoren geforscht. Es wurden mehrere Rezep-
toren entdeckt, die in den Eintrittsprozess von DENV involviert sind. Zu den
wichtigsten z&hlt der DC-SIGN-Rezeptor (cell-surface C-type lectin DC-speci-
fic intercellular adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin) an der Oberflache
von Dendritischen Zellen. Durch die Hemmung von DENV-Rezeptor-Wech-
selwirkung kann die Immunantwort unterdriickt und somit das Auftreten von
ADE-getriggerten (ADE, engl. antibody dependent enhancement) komplizierten
Krankheitsverlaufen verhindert werden. Weitere Rezeptoren sind Manose Re-
zeptor (MR) und CLECS5A (C-type lectin domain family 5, member A) an den
Makrophagen, Heparinsulfat (HS) und GRP78 an den Hepatozyten und L-SIGN
an den Endothelzellen. Vier Entry-Inhibitorklassen wurden bis jetzt beschrieben:
Fusioninhibitoren, Glucosidaseinhibitoren, CBAs (Carbohydrate-Binding Agents)

und Heparinmimetika (61).

1.4.3 Zyklophiline als moglicher Angriffspunkt flr die
antiflaviviralen Medikamente

Im Méarz 2009 wurde Uber Zyklophiline (CyPs) berichtet. Zyklophiline gehéren
zur zelluldren Peptidyl-Prolyl-lsomerasen (PPlases), die durch Wechselwirkung
mit der flaviviralen RNA eine Rolle im viralen Replikationsmechanismus spielen.
In Zellkulturversuchen wurde gezeigt, dass Cyclosporine in der Lage sind im
nicht toxischen Bereich diese Wechselwirkung zu blockieren und so die virale

Replikation zu unterdriicken (62).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Trotz mehrjahriger Forschung gibt es momentan keine Medikamente zur Be-
k&mpfung der DENV-Infektion. In der Therapie von Virusinfektionen (HIV, HCV)
gehort die Hemmung der viralen Protease zur den wichtigen therapeutischen
Ansatzen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde versucht aus einer Reihe
inhibitorisch wirksamen Substanzen solche mit hemmender Wirkung gegen
DENV2-Protease herauszufiltern und diese in einer mit Dengue infizierten Zell-

kultur zu testen.
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Als Erstes sollte die DENV2-Protease synthetisiert, aufgereinigt und auf Aktivitat
Uberprift werden. Dazu wurde die DENV2-Proteasekodierende DNA-Sequenz
amplifiziert, in einen Vektor mit Polyhistidinregion kloniert und dieser in einer
Bakterienkultur vermehrt und geerntet. AnschlieBend wurden die BL21-star
E.coli mit dem Vektor transformiert, vermehrt und die Proteinsynthese induziert.
Die Protease wurde mit Hilfe immobilisierter Metallaffinitdtschromatographie
aufgereinigt und in einem Enzym-,Assay* auf Aktivitat gepruft. Dazu wurden
Aufreinigungsmethoden und Enzym-,,Assay“-Bedingungen (L6sungen- und
Pufferzusammensetzungen) an die Protease angepasst. Als Nachstes wurden
mehrere Hemmstoffe, die bereits bei anderen Proteasen wirksam waren, mit
DENV2-Protease in einem fluorometrischen Enzym-,,Assay“ getestet. Die beste
Verbindung wurde an die Proteasestruktur modelliert und nach den Struktur-
daten modifiziert. Derivate wurden synthetisiert und erneut in vitro getestet. Die
besten Verbindungen wurden in einer Zellkultur auf Toxizitat und ihre Hemmwir-
kung auf virale Replikation mit Hilfe von Photometrie, Immunhistochemie und

Fluorometrie beurteilt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen
AppliChem, Bicton, Biozym, BioLabs, Fermentas, Invitrogen, J.T.Baker, Merck,

Qiagen, Roth, Rothenaigner et al. und Sigma bezogen.

2.1.2 Enzyme

Alle Enzyme wurden von Promega bezogen und mit den vom Hersteller mit-
gelieferten Reaktionspuffern sowie unter empfohlenen Reaktionsbedingungen

eingesetzt.

2.1.3 Kits

ChampionTM pET Direktional TOPO Expression Kit (Invitrogen), Maxiprap
Saulen (Pure Yield™ Clearing Columns, Pure Yield™ Binding Columns) (Prome-
ga), pcDNA TM 3.1 Directional TOPO* Expression-Kit (Invitrogen), Pierce ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific), Pure Link Quick Gel Extraction
Kit (Invitrogen), Pure Link Purification Kit (Invitrogen), Pure Link Purification Kit

(Fermentas), Gene Gel Extraction Kit (Fermentas).

2.1.4 Oligonukleotide

Primer Sequenz

NS3-s 5 CACCGGAGGAGCTGGAGTATTGTGGGATGTCCCTTC 3
NS3-a 5 TTACTTTCTTCCAGCTGCAAACTCCTGAATTC 3
NS3pro-a 5 TTACTTTCGAAAAATATCATCTTCGATCTCTGG 3
NS2B-s 5 CACCATGGCGAGCTGGCCACTAAATGAGGCTATC &
NS2B-a (ohne 5 CAGTGTTTGTTCTTCCTCTTCGTTTTTTAT &
Stoppcodon)

17
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2.1.5 Expressionsvektoren

pET200/D-TOPO Vector (Invitrogen), pET101/D-TOPO Vector (Invitrogen).

2.1.6 Bakterienstamme (transformationskompetent)

E. coli TOP 10 (F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZA M15 A lacX74 recAl
araD139 A (ara-leu) 7697 ga/U ga/K rpsl (StrR) endA1 nupG).
E. coli BL21-star (Invitrogen).

2.1.7 Zelllinien

Vero-Zellen (Affennephrozyten)

2.1.8 Antiseren
2.1.8.1 Priméare Antikérper

Maus Penta-His-Antybody (Qiagen), Verdinnung 1:1000.
Maus mAb HB46 fir DENV2 (Virologie Wirzburg), Verdinnung 1:200.

2.1.8.2 Sekundare Antikdrper

UltraTek HRP Anti-Mouse Staining System (Dianova). Anti-Mouse-Cy3 (Dianova).

2.1.9 GroBenstandards
2.1.9.1 DNA-Standards

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (Fermentas).

2.1.9.2 Protein-Standards

Page Ruler Prestained Protein Ladder (Fermentas), Page Ruler Unstained Pro-

tein Ladder (Fermentas).
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2.1.10 Lésungen, Puffer, Medien
2.1.10.1 Bakterienkultur

5-fach LB-Medium: 100 g LB Broth Base, 25 g NaCl, 5 g a-D-Glucose, ad 1 |
dest H,O. Autoklavierung. Verdinnung mit sterilem H,O auf 1xLB-Medium.
LB-Agarplatten mit Antibiotikum: 20 g LB Broth Base Lennox, 20 g Agar-Agar,
5 g NaCl, ad 1 | dest. H,0.

Ampicillin-Stocklésung 100 mg/ml, Kanamycin-Stocklésung 50 mg/ml.

2.1.10.2 Puffer und Losungen fur DNA-Analysen und Klonierungen
2.1.10.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. Coli

Transformationspuffer I: 10 mM CaCl, , 100 mM RbCl, , 50 mM MnCl, , 50 mM
Kaliumacetat (pH 5,8), 15 % Glycerin.

Transformationspuffer Il: MOPS 10 mM (pH 7,0), RbCl, 10 mM, CaCl, 75 mM,
15% Gilycerin.

2.1.10.2.2 Plasmidpraparation im kleinen MaBstab (Mini-Prap)

Miniprap-Lésung S1: 50 mM Glukose, 10 mM EDTA (pH 8,0), 25 mM
Tris-HCI(pH 8,0).

Miniprap-Lésung S2: 0,2 M NaOH, 1 % SDS.

Miniprap-Lésung S3: 3 M Natriumacetat (pH 5,4).

TE-Puffer: 10 mM Tris (pH 8,0), 1 mM EDTA.

TE/RNAse-Puffer: 50 pl TE-Puffer (pH 8,0) + 1 pl RNase A (10 mg/ml).

2.1.10.2.3 Plasmidpraparation im groBen MaBstab (Maxi-Prap)

Maxiprap Resuspension Lésung: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA (pH
8,0), 100 pug/ml RNase A.

Maxiprap Cell Lysis L6sung: 0,2 M NaOH, 1 % SDS.

Maxiprap Neutralisation L6sung: 4,09 M Guanidinhydrochlorid (pH 4,8), 759
mM Kaliumacetat, 2,12 M Eisessig.

Maxiprap Endotoxin Removal Wash (Promega): Guanidinhydrochlorid 67 %,
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dH,O 33%.
Maxiprap Column Wash: 162,8 mM Kaliumacetat, 22,6 mM Trs-HCI (pH 7,5),
0,109 mM EDTA (pH 8,0).

2.1.10.2.4 Agarosegel-Elektrophorese

0,8 % Agarosegel 50ml: 0,4 g Agarose, 50 ml TAE => 2 min aufkochen, Zugabe
von 5 pl Ethidiumbromid.

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer (50-fach): 2 M Tris, 50 mM EDTA (pH 8,0), 5,71 %
konz. Essigséure => Verdunnung mit H,O auf 1XTAE. TAE auch als Laufpuffer.
Ethidiumbromid-Stocklésung 10 mg/ml.

6-fach DNA-Ladepuffer: 0,125 % Bromphenolblau, 40 % Sucrose, dH,O, auto-

klavieren.

2.1.10.3 Puffer und Lésungen fiir Syntheseinduktion, Aufreinigung
und Analyse von Proteinen
2.1.10.3.1 Puffer fir die denaturierende Proteinaufreinigung

Puffer A (Lysepuffer): 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 6 M GuHCI, mit NaOH
auf PH 8.0 titriert.

Puffer B (Lysepuffer): 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, mit NaOH
auf PH 8.0 titriert.

Puffer C (Waschpuffer): 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, mit HCI
auf PH 6,3 titriert.

Puffer D (Elutionspuffer): 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, mit HCI
auf PH 5,9 titriert.

Puffer E (Elutionspuffer): 100 mM NaH2PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Urea, mit HCI
auf PH 4,5 titriert.

2.1.10.3.2 Puffer fur die native Proteinaufreinigung

Lysepuffer: 50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 7,5 (Einstellung
mit NaOH), 5 % Glycerin.
Waschpuffer: 50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH 7,5 (Einstel-
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lung mit NaOH), 5 % Glycerin.
Elutionspuffer: 50 mM Hepes, 300 mM NaCl, 100 mM Imidazol, pH 7,5 (Einstel-
lung mit NaOH), 5 % Glycerin.

2.1.10.3.3 SDS-PAGE

SDS-Trenngelpuffer (4-fach): 1,5 M Tris HCI (pH 8,8), 0,4 % SDS.
SDS-Sammelgelpuffer (4-fach): 0,5 M Tris HCI (pH 6,8), 0,4 % SDS.
SDS-Laufpuffer (5-fach): 25 mM Tris, 200 mM Glycin, 0,1 % SDS.

6-fach SDS-Probenpuffer: 3 ml Glycerin, 1 g SDS, 0,375 mg Bromphenolblau,
3,75 ml B-Mercaptoethanol, add 10 ml.

2.1.10.3.4 Coomassie-Blau-Farbung

Coomassie-Blau: 500 ml Methanol, 400 ml dH,0, 100 ml Essigs&ure, 0,5 g
Coomassie-Blau.
Entfarbungslésung fir Coomassie-Blau: 300 ml Methanol, 620 ml dH,O, 80 ml

Essigsaure.

2.1.10.3.5 Western-Blot

Western Blot Transferpuffer: 3,04 g Tris, 14,4 g Glycin, 100 ml Methanol, ad 1 |
ddH,0.

PBS-Puffer: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM NaH,PO, x 2 H,0, 1,4 mM
KH2PO4, 1,5 mM CaCl, x 4 H,0, 1 mM MgCl x 6 H,O.

Ponceau S Farbeldésung: 0,1 % Ponceau S in 5 % Essigséure.

Milchlésung: 5 g Magermilchpulver, 100 ml PBS-Puffer.

ECL Western Blotting Substrate (Promega).

2.1.10.3.6 Dialysepuffer

Dialyse-Puffer 1: 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 300 mM NaCl, ad 3 | ddH,O.
Dialyse-Puffer 2: 100 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM NaCl , ad 1 | ddH, 0.
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2.1.10.3.7 Modifizierte Proteinbestimmung nach Bradford

Roti®-Nanoquant zur Proteinbestimmung (Roth): 20 ml Roti-Nanoquant
(5-fach-konz.), 80 ml ddH,0.

Eichlésung fur Bradford: Rinderserumalbumin 10 mg/ml.

2.1.10.3.8 Puffer flr photometrische Analyse der Dengue-NS3pro-
Protease

»Assay“-Puffer: 50 mM TRIS-Puffer (pH 8,0), ad 1 | ddH, 0.
Lésungsmittel fir Proteaseinhibitoren: DMSO (Dimethylsulfoxid)

2.1.10.3.9 Puffer fur fluorometrische Analyse der Dengue-NS2B-
Gly-Linker-NS3pro-Protease

Puffer fir Enzymlésungen: 50 mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol,
0,0016 % Brij, ad 1 1 ddH,O.

»Assay“-Puffer: 50 mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol, 0,0016 %
Brij, ad 1 1 ddH,O.

Lésungsmittel flr Proteaseinhibitoren und Substrat: DMSO (Dimethylsulfoxid)

2.1.10.4 Lésungen fur Kultivierung von adharenten Zellen

MEM (minimal essential medium), 500 ml (Gibco): 10 % FKS (komplementi-
naktiviert), 5 % L-Glutamin (500 pg/ml), 0,05 % Penicillin (100 pg/ml), 0,05 %
Streptomycin (100 pg/ml).

ATV: 8,0 g NaCl, 0,27 g KCI, 1,15 g NaH,PO,, 0,2 g K,PO4, 0,1 g MgSO, x 7
H,O, 1,125 g Trypsin, Add 1 | dH,0.

SFM (Serumfreies Medium) (Invitrogen)

2.1.10.5 Lésungen fur Zellkulturanalyse

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega):
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium, inner salt; MTS], phenazine ethosulfate; PES.
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Fixierldsung fir Zellkulturen: Methanol-Aceton-Gemisch (1:1), Paraformaldehyd
0,4 % (in PBS gel6st).

2.1.11 Inhibitoren

Alle verwendeten Inhibitoren wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schir-

meister der Fakultat fir Pharmakologie der Universitat Wirzburg hergestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden
2.2.1.1 DNA-Amplifikation mit Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR (engl. polymerase chain reaction) ist eine Methode zur Vervielfaltigung
von Nukleinsauren, die von K.B.Mullis und M.Smith 1993 entwickelt wurde (116).
Spezifische DNA-Sequenzen kdnnen exponentiell vermehrt (@amplifiziert) wer-
den. Dazu mussen die Randbereiche des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes
bekannt sein, um die Primerfunktion erfiillende Oligonukleotide herstellen zu
lassen. Die durchschnittliche Primerlange betragt 25-30 Nukleotide. Die gesam-
te Reaktion verlauft in drei Teilschritten, die wiederholt werden kdnnen. Im
ersten Schritt eines Zyklus - der Denaturierung - wird die DNA bei 90-95°C
denaturiert. Im zweiten Schritt - dem Anealing - wird die Temperatur auf 50-
60°C gesenkt, sodass die Oligonukleotidprimer an die einzelstrangigen
DNA-Matrizen hybridisieren und im letzten Schritt - der Polymerisation (bei
72°C) — der DNA-Polymerase als Startmolekule dienen (Abb.10).

95°C 95°C
(2 min) | (1 min)
72°C 72°C
Initiale Denaturierung (30 sek) (5-10 min)
Denaturierung 65°C
(30 sek) Polymerisation Finale
Polymerisation
Anealing 40(:

Pause

Abbildung 10: Geréateinstellungen fiir PCR (Temperaturen und Zeiten bei den jeweiligen
PCR-Phasen)
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Fur den 50 pl Reaktionsvolumen wurden folgende Mengen an Reagenzien ver-

wendet:

10 ng Matrizen-DNA
0,5 uM sense Oligonukleotidpreimer
0,5 uM antisense Oligonukleotidpreimer
1l dNTPs (10 mM)
Herstellerdefinierte Menge PCR-Puffer
1,25 units DNA-Polymerase

ad 50 pl ddH,0

Der gesamte Pipettiervorgang erfolgte auf Eis. Im Anschluss wurde die Inkuba-
tion des Reaktionansatzes in einem Thermocycler unter in Abb. 11 aufgeflihrten
Bedingungen durchgefuhrt. Die PCR-Produkte wurden mittels PureLink™ PCR
Purification Kit aufgereinigt (2.2.1.2).

2.2.1.2 DNA-Aufreinigung mit PureLink™ PCR Purification Kit

Zur Aufreinigung der amplifizierten DNA von unvollstdndigen PCR-Produkten,
Oligonukleotiden, Enzymen und Salzen wurde PureLink™ PCR Purification Kit
von Invitrogen verwendet. Dabei wurde das 4-fache Volumen von PureLink™
Binding Puffer (200 pl) zum 1-fachen Volumen von PCR-Produkt (50 pl) zugege-
ben, gut durchmischt, auf PureLink™ Spin Saule gegeben und bei 13000 Upm
1 min lang zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule mit 650
pl PureLink™ Wash Puffer gewaschen. Nach Entfernen des Durchflusses wurde
bei 13000 Upm 3 min lang erneut zentrifugiert, um die Reste an Wash Puffer

zu entfernen. AnschlieBend wurden 50 pl von dem PureLink™ Elution Puffer in
die Mitte von der Saule gegeben. Nach 1 min Inkubation bei Raumtemperatur
wurde das amplifizierte aufgereinigte DNA-Fragment durch 2-mindtiges Zentri-
fugieren eluiert und bei -20°C bis zum Weiterverwenden fur Klonierung, Restrik-

tionsverdau oder Sequenzierung gelagert.
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2.2.1.3 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-amplifizierte DNA-Sequenzen kdénnen in Vektoren kloniert und in Bakteri-
en vermehrt und exprimiert werden. Flr Klonierungen und spétere Expresssi-
on eignen sich z.B. die Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kits,
da diese Vektoren einen bakteriellen Promotor haben. Fir die Benutzung der
Kits braucht man speziell designtes PCR- sense-Primer mit 4-Basensequenz
(CACC) am 5 Ende. Das gewlnschte DNA-Fragment wird mit diesem amplifi-
ziert und die Ausbeute mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese Uberprift.

Fur den 6 pl Reaktionsvolumen wurden folgende Mengen an Reagenzien ver-

wendet:
0,5-4,0 pl PCR-Produkt
1,0 pl TOPO-Salz-Lésung
1,0 TOPO-Vektor
ad 6 pl ddH,O

Der Reaktionsansatz wurde gut durchmischt, 5 min bei Raumtemperatur in-
kubiert und bis zur Transformation in die chemisch kompetente One Shot®
TOP10 E. coli aufs Eis gestellt.

2.2.1.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli

Kompetente E. coli sind chemisch vorbehandelte Bakterien, die in der Lage
sind fremde DNA aufzunehmen. Zur Herstellung chemisch kompetenter Bak-
terien wurden 100 ml einfach LB-L&ésung mit 1 ml einer TOP10 E. coli UK
angeimpft und bei 37°C unter Schitteln inkubiert bis eine OD_,, von 0,2-0,3
erreicht wurde. Die Kultur wurde 5 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 10
min bei 4°C und 2500 rpm peletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet mit 20 ml Transformationspuffer | resuspendiert. Nach erneutem zehn-
miniitigem Zentrifugieren 10 min unter gleichen Bedingungen wurde der Uber-
stand abgesaugt und das Pellet mit 4 ml Transformationspuffer Il resuspendiert.
AnschlieBend wurden Bakterien 15 min auf Eis inkubiert, je 100 pl aliquotiert, im
flissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt. Die kompeten-

ten TOP10 E. coli wurden fir Transformation genutzt (siehe 2.2.1.5).
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2.2.1.5 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Es wurden 100 pl der bei -80°C aufbewahrten One Shot® TOP10 E. coli
Suspension auf Eis aufgetaut. 3 pl von dem TOPO® Klonierungsprodukt wur-
den zu den Bakterien hinzugeftgt, vorsichtig durchmischt und auf Eis 30 min
inkubiert. Durch den anschlieBenden Hitzeschock (90 sek bei 42°C) wurde die
Aufnahme von Plasmid-DNA in die Zellen induziert. Danach wurden die Zellen
2 min im Eisbad abgekuhlt. 900 pl des antibiotikumsfreien LB-Mediums wur-
den hinzugegeben und die Bakterien bei 37°C und stédndigem Schutteln 1 Std
inkubiert. Zwei Selektionsantibiotikum enthaltende Agarplatten wurden 30 min
bei Raumtemperatur aufgewarmt. Zellsuspension wurde ausgestrichen und die
Platten Gber Nacht bei 37°C bebrlitet (siehe 2.2.1.6).

Falls eine Proteingewinnung angestrebt wurde, wurden 50 pl von den BL21-star
E. coli und 2 pl von der Miniprap-DNA (2.2.1.7) bzw. 1 pg der Maxiprap-DNA
(2.2.1.8) fur den Reaktionsansatz genommen und anschlieBend nach dem glei-

chen Prinzip vorgegangen.

2.2.1.6 Kultivierung und Konservierung von Bakterien

Die Anzucht verschiedener E. coli-Stamme auf den LB-Agarplatten mit dem be-
ndtigten Selektionsantibiotikum erfolgte Gber Nacht bei 37°C. Fir kirzere Zeit-
raume wurden die Agarplatten mit geztichteten Kolonien bei 4°C aufbewahrt.
Die Kolonien wurden fir die Plasmidisolierungen (Minipraparation, Maxiprapa-
ration) und Animpfung gréBerer Flissigkulturen (z.B. Ubernachtkulturen) benutzt.
Dabei wurden je nach Methode unterschiedliche Mengen an LB-Medium unter
Zuhilfenahme einer sterilen Pipettenspitze mit der einzelnen Bakterienkolonie
beimpft und anschlieBend inkubiert.

Fir dauerhafte Konservierung der E. coli-Stamme wurden 800 pl einer Uber-
nachtkultur abgenommen, mit 200 pl Glycerin vermischt und bei -80°C einge-

froren.

2.2.1.7 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli (Minipraparation) wurden die Bakte-
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rien alkalisch lysiert. Dabei werden Lipide der Zellmembran und zellulére Pro-
teine durch SDS geldst und die Chromasomale- und Plasmid-DNA durch 0,2 M
NaOH in die Einzelstrédnge denaturiert. Die zirkularen DNA-Strange des Plas-
mids bleiben jedoch miteinander verknault. Durch Zugabe von Natriumacetat
wird der alkalische pH wieder neutralisiert, wodurch die Plasmid-DNA-Strédnge
vollstandig renaturieren. Die langen chromosomalen Strange sind dazu nicht in
der Lage, es kommt zu teilweise Renaturierung und Bildung eines unléslichen
DNA-Netzwerks. Auch SDS mit gebundenen Lipiden und Proteinen wird durch
Natriumacetat geféllt. Am Schluss bleiben Plasmid-DNA, kleine chromosomale
Fragmente und RNA in der Lésung Ubrig. Eine weitere Reinigung der Plasmid-
DNA erfolgt durch Ethanolféallung und RNA-Verdau.

Fir Mimipraparation von Plasmid-DNA wurden 3 ml von antibiotikahaltigem
LB-Medium mit einer einzigen Bakterienkolonie von der Agarplatte angeimpft
und bei 37°C und stiandigem Schiitteln Giber Nacht inkubiert. 1,5 ml der Uber-
nachtkultur (UK) wurden abgenommen und in einem Eppendorf Mikrozent-
rifugenréhrchen bei 13000 Upm (Eppendorf Zentrifuge) abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 200 pl S1-Miniprap-Lésung
resuspendiert. Fur die anschlieBende Lyse wurden 200 pl der S2-Miniprap-
Lésung zugegeben und bei Raumtemperatur 2 min inkubiert. Bei nachfolgender
Gabe von 250 pl der S3-Miniprép-Ldsung wurde der pH-Wert neutralisiert und
die SDS-gebundenen bakteriellen Lipide und Proteine, sowie die denaturierte
genomische DNA geféllt. Das Prazipitat wurde 10 min bei 13000 Upm abzen-
trifugiert. Der Uberstand mit Plasmid-DNA wurde in ein neues Mikrozentrifu-
genréhrchen Uberfuhrt. Durch Zugabe von 1 ml -20°C kaltem 100 % Ethanol
wurde Plasmid-DNA geféllt. Die ausgefallene DNA wurde 2 min bei 13000 Upm
abzentrifugiert, anschlieBend mit 70 % Ethanol gewaschen und das Sediment
15 min bei 55°C getrocknet. Danach wurde es in 50 pl TE/RNAse bei 55°C 30
min lang geldst. Die erhaltene Plasmid-DNA wurde flr anschlieBende Restrik-
tionsanalysen genutzt oder fir weitere Experimente bei -20°C eingefroren. Die
restlichen 1,5 ml von der Ubernachtkultur wurden (iber einen kurzen Zeitraum
bei 4°C aufbewahrt.
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2.2.1.8 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Die Maxipraparation funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie die Miniprapa-
ration, nur wird hier nach der Neutralisation mit Kaliumacetat-Losung in Gegen-
wart von Guanidinhydrochlorid die Plasmid-DNA spezifisch an eine stationare
Silicat-Phase gebunden, gewaschen und anschlieBend eluiert. Dabei gewonnene
gréBere Mengen an Plasmid-DNA werden zum Beispiel bei der Klonierungen
bendtigt. Fur die Prozedere wurde im Zuge dieser Arbeit das PureYield™ Plasmid
Midiprep der Firma Promega benutzt.

Bei der Minipraparation gewonnene DNA wurde durch Verdau mit Restriktions-
enzymen analysiert. Die Kolonie mit dem gewiinschten Plasmid wurde wie folgt
weiter vermehrt. Aus der aufbewahrten Ubernachtkultur fir Minipraparation wur-
de 1 ml entnommen und ein 200 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum an-
geimpft. Dieses wurde anschlieBend bei 37°C 12-16 Std. unter stdndigem Schuit-
teln inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Kultur bei 5000 x g (g~ = Ortsfaktor,
9,8 m/s?), 4°C, 10 min lang zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 6 ml Resuspen-
sion-L6sung resuspendiert und mit 6 ml Cell Lysis-L&sung vorsichtig vermischt.
Nach einer Inkubationzeit von 3 min bei Raumtemperatur wurde das Gemisch mit
10 ml Neutralisation-L6sung unter vorsichtigem Mischen neutralisiert und danach
mit 15000 x g bei 24°C 15 min lang zentrifugiert. Dabei wurden die Bakterienres-
te, wie SDS-gebundene Lipide und Proteine entfernt. Im Anschluss wurde ein
Zweisaulen-System aufgebaut. Die erste Saule filtert das Lysat, die zweite Silicat-
Saule bindet die Plasmid-DNA. Die erste Saule wurde verworfen, die zweite wur-
de in zwei Schritten gewaschen: zuerst mit 5 ml Endotoxin Removal Wash, um
mdglicherweise noch vorhandene Endotoxine, Proteine und RNA zu entfernen
und danach mit 20 ml Column Wash. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde mit
300-500 pl TE-Puffer eluiert. AnschlieBend wurde spektrophotometrisch die
DNA-Konzentration bestimmt. Die gewonnene Plasmid-DNA wurde bis zur Wei-

terverwendung fur Klonierung oder Transformation bei 4°C gelagert.

2.2.1.9 Absorptionsspektrometrische Bestimmung des
Nukleinsauregehalts

Zur Bestimmung der Konzentration der Nukleinsduren in den Lésungen, wird
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eine Messung der optischen Dichte (OD) in einer Quarzklvette bei einer Wellen-
lange von 260 nm mittels Absorptionsspektrometrie durchgeflhrt. Eine OD,
von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg dsDNA. Aus dem Verhéltnis der
Extinktionen bei 260 nm (spezifische Absorption der aromatischen Basen) und
280 nm (Absorptionsmaximum der aromatischen Aminosauren) kann Gber den
Verunreinigungsgrad durch Proteine geurteilt werden. Der Quotient OD,,, nm/
OD280 nm soll im Idealfall im Bereich zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Bei Werten
unter 1,8 liegt eine Kontamination durch Proteine vor. Durch das Verhéltnis von
OD,,, und OD,,, kann die RNA-Verunreinigung detektiert werden, dabei sollte
der Wert idealerweise Uber 2,0 liegen (63) (64).

Fur die Bestimmung des Nukleinsduregehalts wird 198 ul TE-Puffer mit 2 pl Ma-
xiprap-DNA-Eluat gut vermischt, in eine Quarzkivette gegeben und bei 260 nm

gemessen. Die Referenzmessung erfolgte mit 200 pl TE-Puffer.

2.2.1.10 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen wurden zuerst aus den Bakterien isoliert. Es wird
angenommen, dass diese bakteriellen Enzyme dem Schutz vor fremder DNA
dienen. Das eigene Genom wird durch Methylierung vor Abbau geschutzt. Die
Erkennungssequenzen dieser Restriktionsenzyme sind Palyndrome — DNA-
Abschnitte, die eine zweizahlige Rotationssymetrie besitzen. Dabei kénnen

die Enzyme ein Palindrom in dessen Mitte oder versetzt dazu schneiden. Da-
durch entstehen Fragmente mit glatten oder Uberhdngenden Enden. Die durch
Restriktionsverdau gewonnenen DNA-Segmente kénnen flur die Klonierungen
verwendet werden. Ansonsten wird die Methode zur Analyse von Plasmiden
und hergestellten Klonen verwendet. Die verdaute DNA wird auf ein Agarosse-
gel aufgetragen und Restriktionsfragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Aus
der Lange der entstandenen Segmente kann auf die GréBe des Plasmids, den
Erfolg der Klonierung, sowie die Orientierung des eingebauten DNA-Fragments
zurtckgeschlossen werden. Die Aktivitat von Restriktionsenzymen wird in En-
zymeinheiten (,units“, U) angegeben. Dabei steht 1 U fir die Menge an Enzym,
die 1 pg Standard DNA pro Stunde umsetzt. Zur Analyse von DNA wurde Rest-

riktionsverdau mit 20 pyl Reaktionsvolumen durchgefiihrt.
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0,2-1 ug Plasmid-DNA

2 ul 10-fach Reaktionspuffer (enzymspezifisch)
1 U/ug DNA Restriktionsenzym

ad 20 pl ddH,O

Der Reaktionsansatz wurde 1-2 Std. bei der vom Hersteller empfohlener Tem-
peratur inkubiert. Bei Doppelverdau mit zwei Enzymen gleichzeitig, wurde ein
Puffer genommen, in dem beide Enzyme eine ausreichend hohe Aktivitat besit-
zen (ab 75 % aufwarts).

Zur Praparation von DNA fir weitere Klonierungen wurde Restriktionsverdau

mit 100 pl Reaktionsvolumen durchgefihrt.

5ug Maxiprap-Plasmid-DNA

10 pl 10-fach Reaktionspuffer (enzymspezifisch)
1 U/ug DNA Restriktionsenzym

ad 100 pl ddH,O

Der Reaktionsansatz wurde 3 Std. bei 37°C ohne Schitteln inkubiert. Anschlie-
Bend wurde das Ergebnis der Spaltung mit Hilfe der Gelelektrophorese unter-
sucht (siehe 2.2.1.11).

2.2.1.11 Analyse von DNA mit Hilfe von Agarosegel-Elektrophorese

Nach einem Restriktionsverdau oder nach einer PCR kdnnen die entstandenen
DNA-Fragmente mit Hilfe von Agarosegel-Elektrophorese ihrer GréBe nach
aufgetrennt werden. Dabei stehen die Wanderungsstrecke der Nukleinsauren
und der Logarithmus ihrer GréBe im linearen Zusammenhang miteinander.
Durch das Auftragen eines Markers, der Fragmente bekannter GréBe enthalt
(250-10000 bp), kann das Molekulargewicht unbekannter DNA-Segmente
ermittelt werden. Durch Verwendung von Gelen mit héherer Agarose-Konzen-
tration kdnnen kleinere Molekile besser dargestellt werden (Tabelle 3). Um die
entstandenen Banden analysieren zu kdnnen, werden sie mit Hilfe von Interka-

lationsfarbstoffen (z.B. Ethidiumbromid) sichtbar gemacht. Diese lagern sich in
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die ,major groove“ der DNA an und machen diese unter UV-Licht (A = 925 nm)

sichtbar.
Agarosegel (%) | Trennbereich von DNA
0,6 20000-1000 bp
0,8 12000-500 bp
1,0 8000-300 bp
1,2 6000-200 bp
1,5 3500-150 bp
2,0 2000-100 bp

Tabelle 3: Konzentrationsabhangige Trennbereiche der Agarosegele. (Tabelle ibernommen
aus © 2009 AppliChem e Agarose-Gel-Elektrophorese)

Es wurden Agarosekonzentrationen von 0,8 % verwendet. Fur Herstellung vom
Agarosegel wurden je nach gewilnschter GelgréBe 0,4 g bzw. 1,2 g Agarosepul-
ver abgewogen und 50 ml bzw. 150 ml TAE-Puffer zugegeben. Durch Erhitzen
in einer Mikrowelle wurde Agarose in dem Puffer gelést. Nach Abkuhlen auf ca.
60°C wurde 3 pl bzw. 7 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) zugeftigt und das Gel in
einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen. Durch einen Kunststoffkamm wur-
den in noch flissigem Geltaschen erzeugt. Nach dem Auspolymerisieren wird
das Gel samt Kamm in eine Laufkammer Uberfuhrt und diese mit 1-fach-TAE
geflllt. Der Kamm wurde entfernt. In die Geltaschen wurden die zu untersu-
chenden mit 6-fach-Agarosegel-Probepuffer versetzten DNA-Proben pipettiert.
Als GréBenmarker wurde der 1-kb-DNA-Marker (Fermentas) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 80-120 V. Das fertige Gel wur-

de unter UV-Licht fotografiert und die Banden analysiert.

2.2.1.12 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte 100 pl Praparationen oder PCR-Produkte
wurden aus dem Agarosegel mit Hilfe von GeneJET Gel Extraktion Kit von
Fermentas isoliert. Unter einer UV-Licht-Lampe (365nm) wurde die bendétigte
DNA-Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Das gewonnene Gelstlickchen wur-
de in ein abgewogenes leeres 1,5 ml Réhrchen Uberflhrt, nochmal gewogen
und entsprechend der errechneten Gelmasse 1:1 (Masse:Volumen) mit dem
Binding-Puffer versetzt. Das Gemisch wurde bei 50-60°C 10 min lang bei
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stédndigem Schutteln inkubiert, bis das Gel sich vollstédndig aufléste. Die Lésung
wurde auf eine GeneJET purification column geladen und 1 min bei 12000 x g
zentrifugiert. Danach wurde die Saule mit 700 pl Wash-Puffer gewaschen und
noch mal zentrifugiert. AnschlieBend wurde das DNA-Fragment mit 50 pl von

Elution-Puffer aus der Saule eluiert und bei -20°C aufbewahrt.

2.2.1.13 Dephosphorylierung von 5‘-Enden

Um eine Rezirkularisation und Religation von linearer Trager-DNA, wie der
durch Préaparation entstandener DNA, zu vermeiden, miussen die Phosphat-
gruppen von beiden 5-Enden entfernt werden. Dafir wurde die ,,Shrimp Alka-
line Phosphotase” (SAP) von Promega verwendet.

Fir den Verdau mit SAP wird der 100 pl Reaktionsansatz wie folgt zusammen-

gesetzt:

1-5 ug Préaparierte-DNA-L6sung
2,0 ul SAP (500 V)

10,0 pl Puffer

ad 100 pl ddH,O

Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde
SAP durch Erhitzen auf 65°C (15 min) inaktiviert. Durch diesen Schritt entfallt
die sonst notwendige Gelaufreinigung von DNA, sodass eine Ligation gleich im

Anschluss mdglich ist.

2.2.1.14 Ligation linearer DNA-Fragmente

Fur die Ligation notwendige Trager-DNA, in Form eines Maxiprép-Plasmids,
und die PCR-amplifizierte ,,Insert“-DNA wurden mit den gleichen Restriktions-
endonukleasen in einem 100 yl Reaktionsansatz verdaut. Die 5-Enden vom
Vektor wurden mit Hilfe von SAP dephosphoryliert.

Die Ligation und die Ligationskontrolle erfolgten als 20 pyl Ansatz.
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Ligation Kontrolle
2U T4-DNA-Ligase 2U T4-DNA-Ligase
2,0 pl Ligase-Puffer 2,0 pl Ligase-Puffer
1,0 ul Vektor-DNA 1,0 pl Vektor-DNA
8,0 ul sinsert“-DNA -keine- sinsert“-DNA
ad 20 pl ddH,0 ad 20 pl ddH,0

Ligase-Puffer: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 1 mM ATP, 10 mM Dithiothretiol,
pH 7,5.

Beide Reaktionsanséatze wurden bei 4°C Uber Nacht inkubiert. 10 pl von jedem
Ansatz wurden am néchsten Tag fur die Transformation kompetenter TOP10

E. coli verwendet.

2.2.1.15 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA nach enzymatischer oder Kettenabbruchmethode
ist eine von F. Sanger et al. 1977 beschriebene Methode zur Analyse der Ba-
senabfolge eines DNA-Stranges (118). Die Reaktion verlauft, wie auch die PCR,
in drei Teilschritten: Denaturierung, Anealing und Polymerisation (Abb. 11). Im
Unterschied zu PCR wird nur ein Primer verwendet, so dass DNA-Strang in
eine Richtung verlangert wird. Zuséatzlich zu dNTPs werden dem Reaktionsan-
satz fluoreszenzmarkierte ddNTPs beigefligt. Der Einbau von ddNTP wahrend
der Polymerisation fihrt zum Kettenabbruch. So entstehen DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lange. Diese werden mit Hilfe der Kapillarelektrophorese ihrer
GroéBe nach aufgetrennt und das Fluoreszenzsignal am Ende jeden Fragmentes

detektiert. Die Basenabfolge der Matrizen-DNA wird bestimmt.
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95°C
(30s)
Denaturierung 60°C
(4min)
50°C I
Polymerisation
(15s)
Anealing
4°C
25 Zyklen Pause

Abbildung 11: Gerateinstellungen fiir Sequenzierung (Temperaturen und Zeiten bei den
jeweiligen PCR-Phasen)

Zur Analyse der DNA wurde Sequenzierung mit 5 pl Reaktionsvolumen durch-

gefuhrt:

1,5 pl Big Dye (Tag-Polymerase+dNTPs+ddNTPs)
500 ng |[DNA

0,33 ul | T7-Primer (forward bzw. reverse)

Auf 5 pl mit ddH,O auffiillen

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Herstellung des proteinsequenztragenden Klons,
Vermehrung der klontragenden Bakterien, Induktion der
Proteinsynthese

Zur Herstellung von Proteinen wurde die proteinkodierende DNA-Sequenz
mittels PCR mit einem speziell designtem Sinn-Oligonukleotid mit 4 —-Basense-
quenz (CACC) am 5 Ende amplifiziert und in ein TOPO-Vektor (pET200/D-TOPO
bzw. pET101/D-TOPO) aus dem Champion™ pET Directional TOPO® Expressi-
on Kits von Invitrogen reinkloniert (2.2.1.3). Beide Vektoren hatten eine Polyhis-

tidinregion — His-Tag (6xHis), die bei der Proteinsynthese mittranslatiert wurde.
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Das His-Tag hat keinen Einfluss auf die Funktion der hergestellten Proteine, er-
maoglicht aber ihre Aufreinigung durch Bindung an immobilisierte Metallionen in
Chelatkomplexen, wie die von Ni-NTA. Die Methode ist bekannt als IMAC (engl.

Immobilized-metal affinity chromatographie) (65).

Es wurden 100pul der One Shot® TOP10 E. coli mit 3ul des TOPO® Klonie-
rungsprodukts transformiert (2.2.1.5) und auf zwei bei RT aufgewarmten selek-
tionsantibiotikumhaltigen (Kanamycin bzw. Ampicillin) Agarplatten ausgestri-
chen (2.2.1.6). Nach einer UN-Inkubation bei 37°C wurden 3ml UN-Kulturen

mit einzelnen Kolonien angeimpft und am nachsten Tag mit Hilfe von Miniprap
und Restriktionsverdau analysiert (2.2.1.7, 2.2.1.10). Die positiven Klone wurden
selektiert. Ein Maxiprap wurde angesetzt, das gewonnene klonierte Plasmid
aufgereinigt und bei 4°C aufbewahrt (2.2.1.8). 50 pl der BL21-star E. coli wurden
mit 2 pl der Miniprap-DNA (2.2.1.7) transformiert, wiederum auf die antibioti-
kumhaltigen Agarplatten ausgestrichen und UN bei 37°C inkubiert. Mit einer
einzigen Kolonie wurde anschlieBend eine 250mI UN-Kultur angeimpft und
unter Schitteln bei 37°C bebritet. Fir Proteingewinnung wurden 2 | 1xLB-Me-
dium angesetzt und mit Selektionsantibiotikum 1:1000 (100 mg/ml Ampicillin-
Stockldsung bzw. 50 mg/ml Kanamycin-Stockldsung) versetzt. Je 1 | des
Mediums wurde auf zwei 2 |-Erlenmeyerkolben verteilt. 125 ml der UN-Kultur
wurden in jeden Kolben gegeben und der Ansatz 2 Std. unter stdndigem Schit-
teln inkubiert. Danach wurde aus jedem Kolben 1 ml Kultur zur Analyse abge-
nommen, bei 13000 rpm abzentrifugiert und das Pellet bei -20°C eingefroren.
AnschlieBend wurden 0,5 ml 1 M IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) in
jeden Kolben pipettiert und der Ansatz weitere 6 Std. bei RT inkubiert. Durch

Zugabe von IPTG wurde die Proteinsynthese induziert.

Das IPTG bindet an das Lac-Repressorprotein und verhindert dessen Anlage-

rung an die DNA. Das Lac-Operon entzieht sich somit der negativen Kontrolle

der Repressors und das klonierte Gen kann exprimiert und Proteine hergestellt
werden (66).

Auch nach diesem Schritt wurde 1 ml Kultur zur Analyse abgenommen. Die 2 I-

Kultur wurde in zuvor abgewogene Behélter Uberflhrt und in einer Sorvall-
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Zentrifuge mit SLC6000 Rotor bei 4°C und 5000 rpm 15 min lang zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets gewogen und bei -20°C bis zum

nachsten Tag eingefroren.

2.2.2.2 Denaturierende Proteinaufreinigung

Die eingefrorenen Bakterienpellets wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 ml Puffer B
pro 1 g Pellet versetzt, in ein 50 ml Réhrchen Uberfihrt und auf einem Rihr-
rad bei RT 30 min inkubiert. Die L&ésung wurde anschlieBend bei 4°C 14000 x

g in einer Zentrifuge mit SS-34 Rotor 20 min lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein frisches 50 mI-Rdhrchen Uberfihrt, das Pellet wurde verworfen.
Zu je 30 ml Uberstand wurden 0,5 ml Ni-NTA-Agarose-,Beads* zugegeben und
weitere 30 min auf dem Ruhrrad inkubiert. (Dabei bildet das Fusionsprotein mit
den Imidazolringen seines Poly-His-Tags einen Chelatkomplex mit den Ni2+-lo-
nen der Agarose-,,Beads” und bleibt an diese gebunden.) Nach erneutem 5-mi-
nttigem Zentrifugieren bei 4°C und 1500 rpm wurden Ni-NTA-Agarose-Matrix
vom Uberstand getrennt, der Uberstand wurde bei -80°C, bis zum Nachweis
einer erfolgreichen Aufreinigung, eingefroren und die Ni-NTA-Agarose-Matrix im
Puffer C drei Mal gewaschen. Dabei wurden 10 ml des Puffers zugegeben, die
Suspension kurz geschuttelt und bei 4°C und 1500 rpm 5 min lang abzentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang noch zwei weitere Male
wiederholt. AnschlieBen wurde das Protein eluiert. 0,5 ml des Puffers D wurden
zu den ,Beads” gegeben, gut vermischt und der Puffer samt ,,Beads” in ein
neues 2 ml Eppendorf-Réhrchen Uberflhrt. Nach einem kurzen 2-3 seklndi-
gem Zentrifugieren bei ansteigender Drehzahl (13000 rpm) und anschlieBender
Drehzahlreduktion bis zum Stillstand wurde der Uberstand in ein neues be-
schriftetes Réhrchen (z.B. D1) aufgenommen und auf Eis gestellt. Der Vorgang
wurde mit dem Puffer D noch zwei Mal und dann mit Puffer E dreimal wieder-
holt. Von den Protein-Eluaten D1, D2, D3, E1, E2, E3 sowie Ubrig gebliebenen
Ni-NTA-Agarose-Matrix wurden 50 pl abgenommen und flr Analysezwecke

bei -20°C eingefroren. Die Eluate selbst wurden bis zum Weiterverwenden bei
-80°C aufbewahrt.
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2.2.2.3 Native Proteinaufreinigung

Die benétigten Puffer (Lysepuffer, Waschpuffer, Elutionspuffer) wurden wie
oben beschrieben zusammengesetzt. Nach dem Einstellen des pH-Wertes
wurde 5 % Glycerin hinzugegeben. Die eingefrorenen Bakterien wurden auf
Eis aufgetaut, mit 5 ml Lysepuffer pro 1 g Pellet versetzt, gut durchmischt und
in ein 50 ml Réhrchen Uberflihrt. Die resuspendierten Bakterien wurden 30

sec sonifiziert. Das Lysat wurde anschlieBend bei 4°C 27000 x g in einer Zen-
trifuge mit SS-34 Rotor 20 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
frisches 50 ml-Réhrchen Uberfuhrt, das Pellet wurde verworfen. 2 ml von den
Ni-NTA-Agarose-,,Beads” wurden mit 60 ml Lysepuffer 30 min lang gewaschen
und danach 5 min bei 4°C und 1500 rpm abzentrifugiert. Das Zelllysat wurde zu
der Ni-NTA-Agarose-Matrix hinzugegeben und die Suspension weitere 30 min
bei 4°C auf dem Rad inkubiert. Nach einem weiteren finfminttigen Zentrifugie-
ren bei 4°C und 1500 rpm wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die
»Beads” mit 30 ml Waschpuffer gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugie-
ren wurde der Waschpuffer entfernt und das Protein in 6 Waschungen mit je
1ml Elutionspuffer, nach dem gleichen Prinzip, wie in der denaturierenden Pro-
teinaufreinigung, von der Matrix eluiert. Hier wurden die Ni?*-lonen durch Kom-
petition mit Imidazol, das in hoher Konzentration im Elutionspuffer enthalten ist,
aus dem Chelatkomplex mit Poly-His-Fusionsprotein herausgewaschen. Von
den Protein-Eluaten E1-E6 sowie Ubrig gebliebenen Agarose-,Beads” wurden
50 pl abgenommen und fir Analysezwecke bei -20°C eingefroren. Die Eluate

selbst wurden bis zum Weiterverwenden bei -80°C aufbewahrt.

2.2.2.4 Analyse der Proteine in denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgelen

Ein SDS-Polyacrylamidgel besteht aus zwei Phasen: dem Sammelgel und dem
Trenngel. Die Proteine werden im weitmaschigen Sammelgel zuerst konzentriert
und dann im engmaschigen Trenngel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt.
Durch einen unterschiedlichen Acrylamidgehalt des Trenngels kann der Trenn-

bereich der ProteingréBe entsprechend angepasst werden (Tabelle 4).
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Acrylamidkonzentration (%) Trennbereich (kDa)
6 50-200
8 30-95
10 20-80
12 12-60
15 10-43

Tabelle 4: Acrylamidkonzentrationabhéngige Trennbereiche der Polyacrylamidgele

(Tabelle ibernommen aus Gebrauchsanweisung Rotiphorese®-Fertiggelldsungen 2005)

Zusammensetzung der Gele:

Trenngel 8% |10%(12,5% | 15 %
SDS-Trenngelpuffer (4x) 3,75 | 3,75 | 3,75 3,75 [ml]
30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1) | 3,0 3,75 | 4,68 5,6 [ml]
ddH,O 8,25 7,5 6,57 5,65 [ml]
10 % APS 150 150 150 150 [ul]
TEMED 25 25 25 25 [ul]
Sammelgel 3 %

SDS-Sammelgelpuffer (4x) 1,25 [ml]

30 % Acrylamid/Bis-Acrylamid 0,65 [ml]

(29:1)

ddH,O 3,0 [ml]

10 % APS 100 [ul]

TEMED 10 [ul]

Zur Analyse der Proteine in einem SDS-Polyacrylamidgel wurden zwei Glasplat-

ten mit ,Spacer” versetzt und auf der SDS-Gel-GieBapparatur befestigt. Das

Trenngel wurde angesetzt und zwischen den Platten gegossen. Auf das noch

flissige Gel wurden ca. 300 pl Isopropanol pipettiert. Nach dem Auspolyme-

risieren des Trenngels wurde der Isopropanol mit ddH,O ausgespult und das

Restwasser mit Saugpapier entfernt. Das Sammelgel wurde zusammengesetzt

und auf das Trenngel gegossen. Mit Hilfe eines Kunststoffkamms wurden Ta-

schen erzeugt. Das fertige Gel samt Glasplatten wurde auf der Elektrophorese-

apparatur befestigt, diese wurde mit SDS Laufpuffer geflillt, der Kamm wurde

entfernt und die Taschen mit Page Ruler Prestained Proteinmarker und Protein-
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proben geflillt. Die Proteinproben wurden zuvor mit SDS-Ladepuffer versetzt
und bei 95°C 5 min gekocht. Die Auftrennung erfolgte bei 80-120 V.

2.2.2.5 Farbung von Proteingelen mit Coomassie-Blau

Coomassie-Blau-Farbstoff reagiert mit basischen Aminoséauren in Proteinen
und erlaubt das Anfarben im Acrylamidgel. Nach der Auftrennung von Proteinen
mit Hilfe der SDS-Gelelektrophorese (2.2.2.4) wurde das Gel von den Glasplat-
ten geldst, in die Coomassie-Blau-Lésung eingelegt und fiir 30 min auf dem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde das Gel in der Entfarbelésung UN bei

4°C fixiert und am nachsten Tag ausgewertet.

2.2.2.6 Western-Blot-Analyse von Proteinen

Fir eine Western-Blot-Analyse wurden die im SDS-PAGE (2.2.2.4) aufgetrenn-
ten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran Ubertragen. Dazu wurde das
SDS-Polyacrylamidgel kurz im Western-Blot-Puffer inkubiert, eine Nitrozellulo-
semembran und 6 Whatman-Papier-Stlickchen in der GelgréBe (8x10 cm) wur-
den vorbereitet, im gleichen Puffer getrankt und in der folgenden Reihenfolge
auf der Blot-Apparatur platziert (Abb.12).

Bei einem Gel der GréBe 8x10 cm erfolgte der Proteintransfer auf die Nitrozel-
lulosemembran bei 20 V und 0,4 A Gber 30 min. Fir zwei Gele dieser GroBe
wurde die Stromstérke verdoppelt. Nach dem Blot-Vorgang wurde die Mem-
bran eine Minute lang in der Ponceau S-Lésung geféarbt und anschlieBend

mit vollentsalzenem Wasser abgewaschen. Wenn die Proteinbanden sichtbar
wurden, war der Transfer erfolgreich. Die Membran wurde eine Stunde in 5 %
Milchpulver in PBS bei RT auf dem Schdttler inkubiert. Im Anschluss erfolgte
eine UN-Inkubation mit dem in der Milchlésung 1:1000 gelésten Erstantikérper
bei 4°C und unter stdndigem Schutteln. Am nachsten Tag wurde die Membran
dreimal Gber 5 min mit PBS gewaschen, mit dem in PBS geldsten Zweitantikor-
per 2 Stunden lang bei RT auf dem Schattler inkubiert, erneut mit PBS gewa-
schen und anschlieBend zwischen zwei Whatman-Papierstiicken getrocknet.
Fur die Entwicklung wurden jeweils 1 ml der ECL Western Blotting Substrate

1 und 2 gemischt. Die Membran wurde auf eine Klarsichtfolie gelegt und das
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Gemisch gleichmaBig Uber diese verteilt. Nach einer Minute Einwirkzeit wurde
die Lésung entfernt, die Membran erneut getrocknet und mit der zweiten Folie
bedeckt. Die anschlieBende Exposition von Réntgenfilmen erfolgte Intensitats-
abhangig zwischen 30 sec und 30 min. Nach der Entwicklung konnten diese
anhand des farbigen Proteinmarkers auf der Nitrozellulosemembran ausgewer-

tet werden.

Anode +

3xWhatman-Papier

Nitrozellulosemembran

T,
D,

SDS-Polyacrylamidgel

3xWhatman-Papier

M/

Katode -

Abbildung 12: Schema des Western-Blot-Aufbau. Auf die Kathode-Platte werden dreie
puffergetrankte Whatmann-Papier-Stiickchen gelegt, darauf das inkubierte SDS-Poly-
acrylamidgel, oberhalb das Nitrozellulosemembran und anschlieBend wieder drei What-
mann-Papier-Stiickchen. Nach dem Entfernen von Luftblasen wird die Anode-Platte
drauf gesetzt. Unter Stromeinwirkung werden die aufgetrennten Proteinbanden auf die
Nitrozellulosemembran transferiert.

2.2.2.7 Dialyse von Proteinlésungen

Nach einer denaturierenden Proteinaufreinigung, wie in Kap. 2.2.2.2 beschrie-
ben, erfolgte eine Vierstufendialyse. Dabei wurde die Eluate in einen Dialyse-
schlauch (MWCO 8,000, Diameter 7,5 mm; von Spektrum) Gberfihrt und drei
Mal gegen 1 | des Dialysepuffers 1, sowie einmal gegen 1 | des Dialysepuffers
2 bei 4°C Uber jeweils 4 Std. dialysiert. Das Dialysat wurde anschlieBend bei
10000 x g 10 min lang zentrifugiert. Die Proteinkonzentration der L6sung wurde
nach der Bradford-Methode bestimmt. Die Probe wurde aliquotiert, im flissigen

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.2.8 Bestimmung des Proteingehalts (modifizierte
Proteinbestimmung nach Bradford)

Der Farbstoff Coomassie-Blau reagiert mit Proteinen und wird dabei aus dem
kationischen Zustand mit dem Absorptionsmaximum bei 470 nm in den anio-
nischen mit dem Absorptionsmaximum bei 595 nm Uberfihrt. Durch Absorpti-
onsmessung bei dieser Wellenlange unter Zuhilfenahme einer Eichproteinldsung
konnten die Proteinkonzentrationen bestimmt werden.

Zur Bestimmung des Proteingehalts einer Losung wurde zunachst eine Verdin-
nungsreihe einer Eichlésung mit bekannter Konzentration (z.B. Rinderserumal-

bumin) angesetzt:

Verdiinnungsreihe

Proben-Nr.
Konzentration des

Rinderserumalbumins 10 5 2,5 1,25 10,6251 0,312 | 0,156 | 0,078

in den Proben [ug/ul]

Roti-Nanoquant-Lésung (5-fach-konz.) wurde 1:5 mit ddH,O verdlnnt und je
1 ml in Klvetten pipettiert. 5 pl jeder Proteinlésung aus der Verdinnungsrei-
he sowie der Probe mit unbekannter Konzentration wurden dazugegeben, gut
vermischt und 2 min lang inkubiert. Die Absorptionsmessung erfolgte bei 595
nm. Die gemessenen Extinktionswerte der Verdinnungsreihe wurden zu einer
Eichgerade zusammengefasst. Die Konzentration der unbekannten Proteinl6-

sung wurde anhand dieser abgeschatzt.

2.2.3 Zellbiologische, virologische, enzymkinetische Methoden
2.2.3.1 Kultivierung von adharenten Zellen

Die adharenten Zellen, im hier beschriebenen Fall Vero-Zellen, wurden im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO,-Luftgehalt im MEM-Medium als 10 mi-Kul-
tur geztichtet. Zweimal pro Woche wurden die Zellen passagiert. Dabei wurde
das alte MEM-Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt und verworfen. Die

Mediumreste wurden durch einmalige Waschung mit ATV entfernt und die Zel-
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len bis zur Ablésung in 2 ml ATV bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden 8 ml
frisches MEM-Medium zugegeben und die Zellen grindlich resuspendiert. 1ml
von der Zellsuspension wurde in der Kulturflasche gelassen und mit 9 ml Medi-
um verdinnt, die restlichen Zellen wurden nach der Bestimmung der Zellmenge
pro pl fir die Animpfung von Zellkulturplatten (6-Napfplatte, 48-Napfplatte und
96-Napfplatte) benutzt.

2.2.3.2 Zelldichtebestimmung und Animpfung von
Zellkulturplatten

Die Zelldichtemessung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer, dabei
wurde die Zellzahl pro 1 ml bestimmt. Die Zellen wurden anschlieBend bis zur

notwendigen Zellzahl/ml verdinnt und auf den Zellkulturplatten ausgesét.

Zellkulturplatten: Zellmenge pro ml ml pro Napf
96- Napfplatte 1x104 100 pl

Bei der Zellkultivierung Gber mehr als 4 Tage, wurde die Zellmenge/ml entspre-
chend angepasst. Da das Dengue-Virus fir seine Vermehrung in einer Zellkultur

ca. 7 Tage braucht, wurden die Zellkonzentrationen wie folgend veréndert:

Zellkulturplatten: Zellmenge pro mi ml pro Napf
96- Napfplatte 1x103 100 pl

Die Kultivierung erfolgte bei gleichen Bedingungen, wie bereits in Kap. 2.2.3.1
beschrieben. Die Zellkulturen wurden fir die Toxizitdtsmessungen von Protea-

seinhibitoren, sowie flr Infektiositdtsmessungen benutzt.

2.2.3.3 Vermehrung von DENV2 in Vero-Zellen

Die Vermehrung von DENV2 in Vero-Zellen erfolgte unter S3-Bedingungen
(Sicherheitslabor Schutzstufe 3 nach der Biostoffverordnung). Zwei 10 ml
Vero-Zellen-Kulturen (1x10% Zellen/ml) wurden vorbereitet. 2 ml der eingefrore-

ner Virus-Medium-Suspension wurden aufgetaut und auf die Zellen der einen
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Kulturflasche gegeben. Die zweite Zellkultur wurde als Kontrolle uninfiziert
gelassen. Nach 7 Tagen wurden die beiden Flaschen miteinander verglichen.
Die infizierten Zellen hatten sich vollstandig von der Oberflache abgeldst, die
nicht infizierten hatten sich Regel gerecht vermehrt. Die Zell-Virus-Suspension
aus der infizierten Kulturflasche wurde abgesaugt und bei 1500 rpm und 4°C 5
min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen. 5 ml davon wurden
fur die Infektion der nachsten 10 ml Vero-Zellen-Kultur vewendet und der Rest
bei -80°C eingefroren. Die Erhéhung der Virusmenge wurde durch mehrmaliges
Wiederholen des oben beschriebenen Vorgangs erreicht. Nach dem flinften

Zyklus war die Virusmenge hoch genug flr die Inhibitorenanalyse.

2.2.3.4 Fixierung von Zellen

Die Fixierung von Zellen erfolgte entweder mit Hilfe von Methanol-Aceton oder
mit Paraformaldehyd (PFA 4 %, im PBS geldst). Dabei wurde -20°C kaltes

Methanol-Aceton-Gemisch bzw. PFA fir 5 min auf die Zellen gegeben und an-
schlieBend mit PBS dreimal ausgewaschen. Die fixierten Zellen wurden bei 4°C

bis max. eine Woche in PBS gelagert.

2.2.3.5 Methoden zur Analyse von Proteaseinhibitoren in vivo

2.2.3.5.1 Bestimmung der Zytotoxizitat von DENV2-Protease-
inhibitoren

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt wurden 96-Napfplatten mit Vero-Zellen
(1x10%/ml) angeimpft. Die Inhibitoren wurden so mit DMSO verdinnt, dass die
Endkonzentrationen in einem 100 pl Ansatz jeweils 80, 20, 5, 1,25 und 0,5 uM
betragen haben. Flr eine zusétzliche Messung wurden in DMSO geléste Inhibi-
toren noch im Verhéltnis 1:5 mit Medium verdiunnt, die Endkonzentrationen im
Ansatz blieben die gleichen. Die Verdinnung diente dazu die zytotoxische Wir-
kung von DMSO zu reduzieren. In jedes N&pfchen wurde jeweils 1 pl des Inhibi-
tors gegeben. Jede Konzentration wurde dreifach pipettiert. Die Zellen wurden
zwei Tage im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl des CellTiter

96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assays in jedes Napfchen gegeben.
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Nach einer und nach zwei Stunden Inkubationszeit wurde Absorption bei 490
nm gemessen. Als Referenzwert diente der Messwert mit DMSO statt Inhibitor
bzw. 1:5 DMSO:Medium. Der Referenzwert wurde den 100 % der Absorption
gleichgesetzt und die restlichen Messergebnisse entsprechend in Prozent um-

gerechnet und in Form eines Balkendiagramms dargestellt.

2.2.3.5.2 Beurteilung der Wirkung von DENV2-Proteaseinhibitoren
mit Hilfe von Immunhistochemie und Fluorometrie

2.2.3.5.2.1 Visuelle Beurteilung

Fur die visuelle Beurteilung der Wirkung von Proteaseinhibitoren in vivo wurden
durchsichtige 96-Napfplatten mit Vero-Zellen (1x10%/ml) angeimpft und UN bei
0.g. Bedingungen bebruitet. Die Wirkung von Proteaseinhibitoren wurde bei
Konzentrationen von 20, 5 und 2,5 uM analysiert. Die beschriebenen Konzent-
rationen waren die Endkonzentrationen in einer 100 pl Zellkultur. Daflr wurden
die Inhibitoren zuerst auf die Konzentrationen von 4, 1 und 0,5 mM mit DMSO
und dann 1:1 mit MEM-Medium auf 2, 0,5 und 0,25 mM weiterverdinnt.

Durch Verdinnung mit Medium wurde das zytotoxische DMSO reduziert. Bevor
der Inhibitor hinzugegeben wurde, wurden aus jedem Napfchen 10 pyl Medium
abgenommen, damit bei nachfolgender Zugabe von 10 pl Virussuspension
(2.2.3.3) das Endvolumen weiterhin 100 pl betragt. In jedes Napfchen wurde
anschlieBend 1 pl des Inhibitors gegeben, dabei wurde jede Konzentration
doppelt pipettiert. Die Zellen wurden 2 Stunden im Brutschrank inkubiert. Im
S3-Labor erfolgte dann die Zugabe von 10 pl Virussuspension aus der reifen
Zell-Virus-Kultur. Die Zellen wurden Uber drei Tage weiterinkubiert. Nach drei
Tagen wurden die Zellen mit Paraformaldehyd wie oben beschrieben fixiert und
fur die Analyse mit dem Fluoreszenzmikroskop geféarbt. Daflir wurde das PBS
von den fixierten Zellen entfernt und 50 pl von der 0,2 % Triton-L&sung in jedes
Néapfchen pipettiert. Nach einer 10-minttigen Inkubation wurden die Zellen
dreimal mit PBS, jeweils 5min lang, gewaschen. Der DENV2 Antikérper wurde
mit PBS 1:200 verdiinnt und auf die Zellen gegeben, jeweils 30 pl pro Napf-
chen. Die Zellen wurden entweder UN bei 4°C oder 2 Std. bei RT inkubiert. Der
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Napfchen wurden dreimal in PBS gewaschen und der 1:200 verdinnter fluores-
zenzfarbstoffgekoppelter Zweitantikdrper — Anti-Maus-Cy2/-Cy3 auf die Zellen
pipettiert (30 pl pro Napfchen). Die Zellen wurden eine Stunde bei RT im Dunk-
len inkubiert. Nach erneutem dreifachem Waschen, wurden 100 pl PBS auf die
Zellen gegeben und diese im Fluoreszenzmikroskop angeschaut. Die Emissi-
onswellenlange fur den Zweitantikdrper lag bei 570 nm bei einer Anregungswel-
lenlange von 550 nm. Die Inhibitoren mit der besten Hemmung wurden ausge-

wahlt und ihre Wirkung durch Fluoreszenzmessung quantitativ beurteilt.

2.2.3.5.2.2 Fluoreszenzmessung

Fur die quantitative Fluoreszenzmessung wurden schwarze 96-Napfplatten mit
Vero-Zellen (1x10%/ml) angeimpft und UN bei 0.g. Bedingungen bebriitet.

Die Wirkung von Proteaseinhibitoren wurde bei 2,5, 1, 0,5, 0,1 und 0,05 pM
analysiert. Die beschriebenen Konzentrationen waren die Endkonzentrationen in
einer 100 pl Zellkultur. Daftr wurden die Inhibitoren zuerst auf die Konzentratio-
nen von 500, 200, 100, 20 und 10 pM mit DMSO und dann 1:1 mit MEM-Medi-
um auf 250, 100, 50, 10 und 5 pM weiter verdiinnt. Bevor der Inhibitor hinzuge-
geben wurde, wurden aus jedem Napfchen 10 pl Medium abgenommen, damit
bei nachfolgender Zugabe von 10 pl Virussuspension das Endvolumen weiter-
hin 100 pl betrug. In jedes Napfchen wurde anschlieBend 1 pl des Inhibitors
gegeben, dabei wurde jede Konzentration doppelt pipettiert. Die Zellen wurden
2 Stunden im Brutschrank inkubiert. Im S3-Labor erfolgte dann die Zugabe von
10 pl Virussuspension ( Kap. 2.2.3.3). AnschlieBend wurden die Zellen Gber drei
weitere Tage inkubiert. Das weitere Vorgehen - Fixierung, Farbung - ist gleich
wie bei der visuellen Beurteilung. Die fluorometrische Messung erfolgte mit
einem SAFIRE Il Gerat.

Einstellungen am Fluorometer:

Messverfahren Fluorescence Top
Anregungswellenlange 550 nm
Detektionswellenange 570 nm

Ex. Bandbreite 9 nm

Em. Bandbreite 9 nm
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Gain (Optimal) 185

Anzahl der Messungen 2

FlashMode High sensitivity
Integrationszeit 40 ps
Verzdgerungszeit O ps
Messungen pro Napfchen 2x2

Zeit zwischen den Messungen 2ms
Temperatur: 25°C

2.2.3.6 Methoden zur Analyse von Proteaseinhibitoren in vitro
2.2.3.6.1 Grundlagen der Enzymkinetik

Als Grundlage der Enzymkinetik dient das Michaelis-Menten-Modell. Dieses
beschreibt die Abhéngigkeit der Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten
Reaktion von der Substratkonzentration [S]. Der Zwischenprodukt der Reaktion
ist der Enzym-Substrat-Komplex [ES]. Seine Umwandlung in das Enzym [E] und
den Produkt [P] stellt den Geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der kataly-
tischen Reaktion dar. k+1, k-1, k+2 sind die Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktion (67, 68).

K. K2

E+S < » ES »E+P
K-1

Die maximale Katalysegeschwindigkeit (Vmax) wird erreicht, wenn alle Enzym-
molekile in Form von Enzym-Substrat-Komplexen vorliegen, wie es bei einem
Substratliberschuss der Fall ist (67).

Die Michaelis-Menten-Konstante Km gibt diejenige Substratkonzentration an,
bei der die Reaktionsgeschwindigkeit (V) nur die Halfte der Maximalgeschwin-
digkeit betragt (Abbildung 13). AuBerdem beschreibt sie die Affinitat des En-
zyms zum Substrat im Enzym-Substrat-Komplex, wenn k+2 << k-1 ist. Je niedri-
ger der Km-Wert, desto stérker ist die Bindung (68). Unter Beriicksichtigung der
Voraussetzungen fUr dieses enzymkinetische Model wurde von Michaelis und

Menten folgende Gleichung fur die Reaktionsgeschwindigkeit hergeleitet.
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Vmax X [S]
Km + [S]

Michaelis-Menten-Gleichung: V=

Formt man die Michaelis-Menten-Gleichung reziprok um, ergibt sich eine Ge-
radengleichung (y=a-x+b), dabei ist 1/V die Funktion von 1/[S]. Km/Vmax ent-
spricht der Steigung a und 1/Vmax dem Schnittpunkt mit der Ordinate (Abbil-
dung 14).

Km 1 1

1
Linearisierte Michaelis-Menten-Gleichung: — = X +
\ Vmax [S] Vmax

Die doppelt-reziproke Auftragung der Michaelis-Gleichung ist als Lineweaver-
Burk-Diagramm bekannt (Abbildung 15, 16). Mit ihrer Hilfe kbnnen Km und

Vmax aus den in einem Enzym-,Assay“ gemessenen Werten bestimmt werden.

v Vmax IV
Vmax/2 Km/Vmax =a
1/Vmax
Km [S] -/l':'Km 0 1/[S]

Abbildung 13: Abhangigkeit der Reaktionsge- Abbildung 14: Auftragung nach Lineweaver-
schwindigkeit von der Substratkonzentration Burk

Einfluss von Inhibitoren auf Enzymaktivitat.

Kompetitive Hemmung. Bei der kompetitiven Hemmung konkurriert der Inhi-
bitor [I] mit dem Substrat [S] um die Enzymbindungsstelle, so dass ein Teil des
Enzyms [E] als ElI-Komplex vorliegt und deswegen nicht mehr zur Produktbil-
dung beitragt. Somit wird die Katalysegeschwindigkeit vermindert. Durch Erho-
hung der Substratkonzentration, kann der Inhibitor aus dem katalytischen Zent-

rum entfernt werden und die Reaktionsgeschwindigkeit erreicht ihr Maximum.
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Die Vmax bleibt also bei dieser Art der Hemmung konstant. Km-Wert wird
dagegen gréBer, da man gréBere Substratkonzentrationen flr das Erreichen der
halbmaximalen Geschwindigkeit braucht. Dies ist auch in der Lineweaver-Burk-
Auftragung in Abb. 15 zu sehen (68, 70).

[1/V]

1/Vmax

-~
==y 0

-1/Km -1/Km (1+I)/Ki) [1/8]

Abbildung 15: Lineweaver-Burk-Auftragung bei kompetitiver Hemmung

Nichtkompetitive Hemmung. Bei der nichtkompetitiven Hemmung bindet der
Inhibitor nicht am aktiven Zentrum, sondern an einer anderen Stelle des En-
zyms und fihrt zur seiner Konformationsanderung, welche auch das aktive
Zentrum betrifft. So kann der Substrat schlechter bzw. gar nicht an das Enzym
binden und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit nimmt ab. Die Inhibitorwir-
kung kann in diesem Fall nicht durch Substratiiberschuss aufgehoben werden.
Der Km-Wert bleibt also gleich (68, 70), siehe Abbildung 16.

/v

1/Vmax (1+[I)/Ki)

-

-1/Km 0 1/[S]

Abbildung 16: Lineweaver-Burk-Auftragung bei nicht kompetitiver Hemmung
So kann man mit Hilfe von Lineweaver-Burk-Auftragungen aus experimentell

gemessenen Werten flr verschiedene Inhibitorkonzentrationen auf die Wir-
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kungsweise des Inhibitors zuriickschlieBen. Zur Beschreibung der Inhibitorwir-
kung wird auch der IC_ -Wert verwendet. Dieser stellt diejenige Konzentration

des Inhibitors dar, die notwendig ist, um das Enzym zu 50 % zu hemmen (71).

2.2.3.6.2 Aktivitatspriufung von Enzymen
2.2.3.6.2.1 Photometrische Analyse

Mit Hilfe von Photometrie kann die Aktivitdt von Enzymen beurteilt werden.
Dazu werden Substrate notwendig, deren Spaltprodukte zur Absorptionsénde-
rung fuhren. Die Zunahme der Absorption im Laufe einer katalytischen Reaktion

wird photometrisch detektiert.

2.2.3.6.2.1.1 ,,Assay“-Bedingungen fur Photometrische Analyse
der Dengue-NS3pro-Protease ohne Kofaktor

Als Substrat fUr die Protease wurde L-BAPA (N-0-Benzoyl-L-Arginin-p-Nitroani-
lid Hydrochlorid, MW 434,88 g/mol) gewahlt. Eine gute Aktivitat von Dengue-
NS3pro-Protease ohne Kofaktor zu dieser Substanz wurde 2007 beschrieben
(17). Das Substrat wurde als 2 mM DMSO-L6sung angesetzt. Die Endkonzen-
tration im 200 pl Ansatz betrug 100 uM. Der ,,Assay“-Puffer wurde wie in Kap.
2.1.10.3.8 beschrieben angesetzt. Wegen der niedrigen Konzentration wurden
50 pl derDENV2-NS3pro-Protease fiir die Einzelmessung notwendig. Die Ande-
rung der Absorption durch L-BAPA-Spaltprodukt p-Nitroanilin wurde bei einer
Wellenlange von 405 nm tber 10 min in 30-Sekunden-Abstand Photometrisch
erfasst. Der Ansatz fur die Proteasenaktivitdtsmessung wurde in folgender Rei-
henfolge in eine transparente 96-Napf-Mikrotiterplatte pipettiert und gut durch-

mischt. Gleich danach erfolgte die Messung.

130 pl | ,Assay“-Puffer
50 pl | DENV2-NS3pro-Protease
10 pl | Inhibitor 1 mM bzw. DMSO
10 pl [ Substrat (L-BAPA) 2 mM
200 pyl Gesamtvolumen
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2.2.3.6.2.2 Fluorometrische Analyse

Mit Hilfe der Fluorometrie kdnnen die Aktivitat der Dengue-Virus-Protease,
sowie die Hemmeigenschaften der Proteaseinhibitoren beurteilt werden. Dabei
werden Substrate benutzt, bei deren Spaltung durch Protease fluoreszierende
Produkte entstehen. Die Intensitat des Fluoreszenzlichtes (F) wird durch ein
Fluorometer detektiert. In nachfolgenden ,,Assays”“ wird die Fluoreszenzzunah-
me [dF] gemessen, die durch Anhdufung der Substratspaltprodukte im Reak-
tionsansatz wahrend der Messzeit entsteht. Diese entspricht der Umsatzge-
schwindigkeit [dF/min].

2.2.3.6.2.2.1 ,,Assay“-Bedingungen fur flourometrische Analyse
der Dengue-NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease

Der ,, Assay“-Puffer wurde wie wie in Kap. 2.1.10.3.9 ausgefihrt angesetzt. Die
Zusammensetzung des ,Assay“-Puffers wurde von Steuer et al. (2009) lber-
nommen (72). Als Substrat fur die Protease wurde Boc-Gly-Arg-Arg-7-Amino-
4-Methylcumarin, HCI (MW=644,73 g/mol) der Firma Bachem synthetisiert und
als 4 mM DMSO-L&sung angesetzt. Die Endkonzentrationen im 200 pl Reakti-
onsansatz betrug 100 pM. Der Ansatz fir die fluorometrische Analyse wurde in
folgender Reihenfolge in eine weiBe 96-Napf-Mikrotiterplatte pipettiert und gut

durchmischt. Gleich danach erfolgte die Messung.

190 pl| ,, Assay“-Puffer
5 pl | DENV2-NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease
5 pl | Substrat (Boc-Gly-Arg-Arg-AMC) 4 mM
200 pl Gesamtvolumen

Einstellungen am Fluorometer:

Gerat Varian Cary Eclipse
Anregungswellenlange 380 nm
Detektionswellenédnge 460 nm

Ex. Slit 10 nm

Em. Slit 20 nm

Detektor auf 450 V
Temperatur 25 °C
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Die in der Messung erfasste Fluoreszenzzunahme in Abhangigkeit von der Zeit
wurde von der Cary Eclipse Software (© Agilent Technologies, Inc. 1999, 2000
and 2011-2012) in Form einer Geraden dargestellt. Die Steigung der Geraden
wurde abgelesen. Die Proteasestammldsung wurde solange verdinnt bis eine
Steigung von ca. 20 dF/min erzielt wurde. Im Anschluss wurde eine Messung

zur Bestimmung des Km-Wertes durchgefuhrt.

2.2.3.6.2.2.2 Km-Bestimmung

Fur die Km-Bestimmung von der Dengue-NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease
wurde eine Substratverdiinnungsreihe so angesetzt, dass die Endkonzentrati-
onen in 200 pl Reaktionsansatz 0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 oder 250 uM be-
tragen haben. Der Ansatz wurde in bereits beschriebener Reihenfolge und mit
gleichen Volumina in eine weiBe 96-Napf-Mikrotiterplatte doppelt pipettiert und
gut durchmischt. Gleich danach erfolgte die Messung.

Die Ergebnisse wurden mit dem GraFit5-Programm (© Erithacus Software Limi-
ted, 1989-2001) analysiert. Die Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen
Substratkonzentrationen wurden ausgerechnet und der Km-Wert durch nichtli-

neare Regression ermittelt.

2.2.3.6.3 Fluorimetrische Analyse von Proteaseinhibitoren
2.2.3.6.3.1 Inhibitorentestung

Die Inhibitoren wurden als 20 mM Lésungen angesetzt und fur die Analyse auf
2 mM mit DMSO verdiinnt. Die Endkonzentration im 200 pl Ansatz betrug 50
HUM. Die Proteasestammldsung wurde solange verdinnt bis eine Steigung von
ca. 20 dF/min erzielt wurde. Alle Messungen erfolgten in weiBen 96-Napf-Mik-
rotiterplatten. Die Gerateeinstellungen sind in Kap. 2.2.3.6.2.2.1 angegeben.
Der Reaktionsansatz wurde wie folgt pipettiert:
185 pl | ,Assay“-Puffer

5 pl | DENV2-NS3pro-Protease

5 pl| Inhibitor 1 mM bzw. DMSO

5 pl | Substrat (L-BAPA) 2 mM
200 pl Gesamtvolumen
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Die Inhibitorentestung erfolgte als Doppelbestimmung. Zwei Reihen von jeweils
8 Reaktionsansatzen wurden pipettiert, wobei die erste und die letzte Probe
DMSO statt Inhibitor enthielten und als Referenzproben dienten. AuBerdem
wurde die zweite Reihe in gegenldufiger Richtung pipettiert, um den Fehler
durch die zum Ende der Reihe langer werdende Inkubationszeit auszugleichen.
Es wurde ohne Vorinkubation tber zehn Minuten im Minutenabstand gemessen.
Im Anschluss wurden die Messungen mit Hilfe von Excel Programm (Microsoft
Corporation Software, 2010) ausgewertet. Fir jede Probe wurde zuerst die Stei-
gung der Regressionsgeraden und anschlieBend die Mittelwerte der Steigungen
aus 2 Messungen errechnet. Die prozentuale Hemmung der Inhibitoren konnte

unter Bezugnahme des Mittelwertes der Referenzprobe bestimmt werden.

2.2.3.6.3.2 Korrekturmessung

Die Korrekturmessung war notwendig, um die Abnahme der Fluoreszenzintensi-
tat durch die Fluoreszenzléschung (,Quenching®) des Inhibitors zu berticksich-
tigen (Abb. 17). Diese kann z.B. durch Bildung eines Fluorophor-Inhibitorkom-
plexes (statische Léschung) oder durch Energielibertragung vom angeregten
Fluoreszenzdonor auf den Inhibitor beim ZusammenstoBen dieser geschehen
(dynamische Léschung) (73) (74).
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Abbildung 17 a-c: Beispiele von Graphen, bei denen eine (b), keine (a) Fluoreszenzléschung
zu sehen ist bzw. der Inhibitor eine Eigenfluoreszenz zeigt (c) . Die Intensitat soll bei 0 min
bei allen Inhibitorkonzentrationen ungeféhr den gleichen Wert aufweisen (a). Sinkt die
Intensitat mit steigender Inhibitorkonzentration (b), ist von einer Fluoreszenzléschung der
Substanz auszugehen. Steigt die Intensitat bei hdheren Inhibitorkonzentrationen (c), so ist
das auf die Eigenfluoreszenz der Substanz zuriickzufiihren.
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Bei der Korrekturmessung wurde in gleicher Weise vorgegangen, wie bei der
Testungsmessung. Allerdings wurde fir die Messung statt Boc-Gly-Arg-Arg-
AMC nur der Fluoreszenzdonor AMC genommen. Der Ansatz flr Korrekturmes-

sung war:

190 pl | ,Assay“-Puffer
5 pl | Inhibitor 2 mM bzw. DMSO
5 ul|AMC 40 uM

200 pl Gesamtvolumen

Die Mittelwerte der Intensitat wurden flr jede Probe ermittelt. Der Mittelwert
der Inhibitorprobe wurde durch den Mittelwert der DMSO-Referenzprobe geteilt
und so der Korrekturfaktor errechnet. Liegt der Korrekturfaktor bei eins besteht
keine Fluoreszenzléschung durch Inhibitor, ist er kleiner eins, so ist von einer
falsch positiven Hemmung aufgrund der Fluoreszenzldschung auszugehen. Bei
Korrekturfaktor Uber eins liegt Eigenfluoreszenz vor.

Die bei den Tests ermittelten Steigungen wurden durch die Korrekturfaktoren

der jeweiligen Proben dividiert und die Hemmung neu berechnet.

2.2.3.6.3.3 Bestimmung des IC, -Wertes

Zur Bestimmung des IC, -Wertes eines Inhibitors wurde eine Verdinnungsreihe
von diesem so angesetzt, dass die Endkonzentrationen im 200 pl Ansatz jeweils
0, 10, 20, 40, 50, 60, 80 oder 100 pM betragen haben. Dazu wurde die 20 mM
Inhibitorstammlésung zuerst 1:5 mit DMSO auf 4 mM verdinnt (320 yl DMSO +
80ul Inhibitor = 360 pl) und anschlieBend nach angegebener Schema weiterver-
dunnt (Tabelle 5).

Der Reaktionsansatz wurde wie folgt zusammenpipettiert:

185 pl | ,Assay“-Puffer

5 pul | DENV2-Protease

5 pl | Inhibitor

5 pl [ Substrat (Boc-Gly-Arg-Arg-AMC)
100 pM Endkonzentration
200 pl Gesamtvolumen
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Inhibitor DMSO Vorléiufige. Vgrdi]nnung i?gﬁoirzzrga
4 mM Konzentrati- im 200 pl
[pl] [ul] on [uM] Ansatz bl Ansatz
[uM]
0 100 0 0
10 90 400 10
20 80 800 20
40 60 1600 40
50 50 2000 1:40 50
60 40 2400 60
80 20 3200 80
100 0 4000 100
=360

Tabelle 5: Inhibitorverdiinnungsschema

Enzym- und Substratkonzentration waren in jedem Ansatz konstant. Auch hier
wurde eine Korrekturmessung durchgefihrt vgl. Kap. 2.2.3.6.3.2. Jede Mes-
sung erfolgte als Doppelmessung. Die Ergebnisse wurden anschlieBend mit
den GraFit 5 und GraphPad Prism 6 (© 1995-2014 GraphPad Software, Inc.)

Programmen analysiert.

2.2.3.6.3.4 Bestimmung von Km und Vmax, Auftragung nach
Lineweaver-Burk und Beurteilung der Wirkungsweise

Um die Wirkungsweise der Inhibitoren beurteilen zu kdnnen wurden mehrere
Messreihen bei konstanter Inhibitorkonzentration und variablen Substratkonzen-
trationen durchgeftihrt. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe des Substrats so
angesetzt, dass die Endkonzentrationen im 200 pl Ansatz 10 bis 100 pM be-
trugen. Die Reihen wurden bei den Inhibitorkonzentrationen von 0, 40, 60 oder
100 uM bzw. an die IC, angepassten Konzentrationen, gemessen. Der Ansatz
wurde wie bereits in Kap. 2.2.3.6.3.1 beschrieben zusammengesetzt. Jede
Messung erfolgte als Doppelmessung.

Die Reaktionsgeschwindigkeiten (Steigungen) bei konstanter Inhibitorkonzen-
tration und unterschiedlichen Substratkonzentrationen wurden ausgerechnet
mit Hilfe des GraFit5-Programms in einem Graphen zusammengefasst und der

Verlauf der Reaktionsgeschwindigkeitskurven beurteilt. AnschlieBend wurden
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aus den Steigungen die Km- und Vmax-Werte fiir jede Inhibitorkonzentration
bestimmt. Deren Verhalten wurde analysiert: blieb Vmax stabil und Km wurde
groBer mit steigender Inhibitorkonzentration, so handelte es sich um eine kom-
petitive Hemmung, blieb Km konstant, wéhrend Vmax abnahm, wurde von einer
nichtkompetitiven Hemmung ausgegangen.

Fur die Auftragung nach Lineweaver-Burk wurden Reaktionsgeschwindigkeits-
werte (V) sowie Substratkonzentrationswerte (S) bei jeder Inhibitorkonzentration
in 1/V und 1/S umgerechnet und in Form eines Graphen (1/V gegen 1/S) darge-
stellt.

Der Inhibitor wurde anhand der Lineweaver-Burk-Auftragung sowie des Km-
und Vmax-Verhaltens bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen beziiglich

seines Hemmverhaltens beurteilt.
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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung der DENV2-Proteasese

3.1.1 Herstellung der DENV2-Protease mit dem kompletten NS2B-
Kofaktor

3.1.1.1 PCR-Amplifizierung von DENV2-Proteasesequenzen,
Herstellung des DENV2-Protease kodierenden Klons, Expression
und Aufreinigung der Protease

Um DENV2-Protease zu klonieren wurde mit den Primern (2.1.4) und der Mat-
rizen DNA PCR durchgefihrt. Dabei sind PCR-Produkte folgender Lange ent-
standen (Abbildung 18):

Template DNA

Primer - [ — —

E
NS2B B 396 bp

NS3pro 554 bp

NS3 1856 bp

NS2BNS3pro - 950 bp
NS2BNS3 - 2252 bp

Abbildung 18: PCR-amplifizierte DENV2-Proteasesequenzen

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mit Hilfe des PureLink™ PCR Purifi-
cation Kits (Invitrogen) aufgereinigt (2.2.1.2) und mit Hilfe des Champion™ pET
Directional TOPO® Expression Kits von Invitrogen in pET200/D-TOPO-Vektor
kloniert (2.2.1.3). Der NS2B-Amplifikat wurde auBerdem in den pET101/D-
TOPO-Vektor kloniert. Danach erfolgte eine Transformation des One Shot®
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TOP10 E. colis mit den TOPO® Klonierungsprodukten (2.2.1.5). Von den UN
gewachsenen Kolonien wurden 3ml-Kulturen angeimpft und 16 h bebrtitet. Am
nachsten Tag wurde Plasmid-DNA durch Minipréparation gewonnen (2.2.1.7)
und mit Hilfe von Restriktionsverdau (2.2.1.10) und Agarosegelelektrophorese
(2.2.1.11) analysiert (Abbildung 19, 20).

NS2B-NS3 NS2B-NS3pro NS3 NS3pro

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 19: Restriktionsverdau von 16 Klonen - pET200/D-TOPO mit DENV2-Proteasei-
serts - mit BstBl. Proben mit den insertpositiven Klonen waren: 2, 7, 8, 10, 13, 14. Die
GroBen der dabei entstandenen Fragmente waren fir NS2B-NS3 5300/1700/1000 Bp, fiir
NS2B-NS3pro 5000/1660 Bp und fiir NS3 4900/1700/1000 Bp, fiir NS3pro 4600/1600 Bp
(abgerundet angegeben).

(Bp]
4000 -

1500 -

500 -
250 -

Abbildung 20: Verdau von drei pET101/D-TOPO-Klonen mit NS2B-, Insert“ mit ECoORV.
Proben 1-3. Die GréBen der dabei entstandenen Fragmente waren 4230/ 1490/ 324 Bp.

Die ,Insert” enthaltende Plasmide wurden fir die Maxipréparation (vgl. Kap
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2.2.1.8) in einer 250 ml UN-Kultur weiter vermehrt. Mit der Plasmid-DNA
wurden BL21-star E. coli transformiert (vgl. Kap. 2.2.1.5). Es wurden insgesamt
6 verschiedene BL21-Star E. coli Stamme gezlichtet: vier mit pET200/D-TOPO
mit jeweils NS3, NS2B-NS3pro, NS3pro- oder NS2B-NS3-,Inserts”, einer

mit pET101/D-TOPO mit NS2B-,Insert“ und einer mit pET200/D-TOPO mit
NS3pro-,Insert” und pET101/D-TOPO mit NS2B-, Insert” zusammen.

Die Uberlegung bei den NS2B, NS3pro und NS3 exprimierenden Bakterien-
stdmmen sowie dem Stamm mit zwei Plasmiden (NS2B in pET101/D-TOPO

und NS3pro in pET200/D-TOPO) war, dass die exprimierten und denaturierend
aufgereinigten Proteine bei der Renaturierung wéhrend der Dialyse zu einer ak-
tiven Proteasenform gefaltet werden, NS2B-NS3pro bzw. NS2B-NS3. Bei den
pET200/D-TOPO-NS2B-NS3pro und -NS2B-NS3 enthaltenden Stdmmen wur-
de erhofft, dass die wahrend der Proteinsynthese entstandene DENV2-Protease
durch Autokatalyse (Abbildung 4B, Schnittstellen der viralen Protease) in aktive

Konformation Uberfuhrt wird und anschlieBend aufgereinigt werden kann (75).

Die Kolonien wurden in einer Ubernachtkultur fiir die anschlieBende Proteinge-
winnung weitervermehrt. Proteinherstellung erfolgte wie im 2.2.2.1 beschrieben.
AnschlieBend wurden die Proteine denaturierend aufgereinigt (2.2.2.2) und der

Syntheseerfolg mit Hilfe von Western-Blot (2.2.2.6) Gberprift.

Von den sechs BL21-Star E. coli Stdmme lieB sich nur bei pET200/D-TOPO-
NS3pro- und pET101/D-TOPO-NS2B-Plasmiden eine Proteinexpression zeigen
(Abbildung 21, 22). Die Proteinexpression von NS2B-NS3pro und NS2B-NS3
gelang nicht, trotz erfolgreicher Klonierung. Das Versagen der herkdmmlichen
Proteinherstellungsmethoden bei NS3pro-Protease mit komplettem NS2B
aufgrund mangelnder Proteinexpression und genetischer Instabilitédt der Klone
wurde von Choksupmanee et. al., 2012 beschrieben (76), obwohl es auch Quel-

len gibt, die Uber ein positives Ergebnis berichten (77).

Bei dem Stamm mit zwei Plasmiden (NS2B in pET101/D-TOPO und NS3pro
in pET200/D-TOPO) wurde nur NS3pro exprimiert, so dass das auch hier ge-
winschte Ergebnis, eine aktive Protease mit komplettem Kofaktor zu bekom-

men, misslang (Abbildung 23).
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Abbildung 21: Nachweis der NS3pro-Expres-
sion mittels Western-Blot nach einer denatu-
rierenden Proteinaufreinigung unter Verwen-
dung eines 12,5 % SDS-Polyakrylamidgels.
Dargestellt sind Proben 1-8: Kontrollprobe 1
(p24, MW 24 kDa), Probe 2: ,Beads“ (B), Pro-
ben 3-8: Eluate (D1-3, E1-3). Die NS3pro-Ban-
de ist in den Eluaten D2-E3 und ,,Beads* bei
ca 25 kDa ausgehend von der Kontrollprobe
deutlich zu sehen.

[kDa] IPTG IPTG

p24

[kDa] D1 D2 D3 El1 E2 E3 B p24

26—

17 —

10 —
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Abbildung 22: Nachweis der NS2B-Expres-
sion mittels Western-Blot nach einer de-
naturierenden Proteinaufreinigung unter
Verwendung eines 12,5 % SDS-Polyakryla-
midgels. Dargestellt sind Proben 1-8: Probe
1-6 Eluate (D1-3, E1-3), Probe 7 ,,Beads* (B)
und Kontrollprobe 8 (p24, MW 24 kDa). Die
NS2B-Bande ist in den Eluaten D1-E3 und
»Beads” bei ca. 18 kDa zu sehen.

D1 D2 D3 El E2 E3

5 6 7 8 9 10

Abbildung 23: Nachweis der NS3pro- und NS2B-Expression mittels Western-Blot nach einer
denaturierenden Proteinaufreinigung unter Verwendung eines 12,5 % SDS-Polyakrylamid-
gels. Dargestellt sind Proben 1-10: Probe 1 vor der IPTG-Zugabe (IPTG - ), Proben 2-3 nach
IPTG-Zugabe (IPTG + ), Kontrollprobe 4 (p24, MW 24 kDa), Proben 5-10: Eluate (D1-3, E1-3).
Eine NS3pro-Expression ist in den Proben nach IPTG-Zugabe bei ca. 25 kDa ausgehend von
der Kontrollprobe deutlich zu sehen. Auch Eluate D1-E2 zeigen NS3pro-Bande. Eine NS2B

Expression ist nicht nachweisbar.

Der im Western-Blot benutzter Proteinmarker - Page Ruler Unstained Protein

Ladder - gilt als nicht sehr genau. Aus diesem Grund und als Positivkontrolle

wurde der HIV-p24 Proteinlésung mit einem Molekulargewicht von 24 kDa mit-

aufgetragen.

59



Ergebnisse

MW von reinem MW von Protein mit His-
Protein Protein Tag und Vektoranteil
[kDa] [kDa]
abgerundet abgerundet
NS2B 15 18
NS3pro 21 25
NS3 69 73
NS2B-NS3pro 35 39
NS2B-NS3 84 87
NS2B-polyGly-NS3pro 28 29

Tabelle 6: Rechnerisch ermitteltes Molekulargewicht der exprimierten Proteine

Die denaturierend aufgereinigte NS2B und NS3pro Proteine wurden, wie in Kap.
2.2.2.7 beschrieben, zusammen dialysiert. Dadurch wurde die Entstehung einer
aktiven Proteasenkonformation erhoft. Allerdings fuhrte die Entfernung des
Harnstoffes zum Auskristallisieren der Proteine, was sie unbrauchbar fir weitere
Analysen machte. Ein Grund dafir kdnnte eine zu niedrige NaCl-Konzentration
im zweiten Dialyse-Puffer sein (50 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI (pH 9,0), ad 1 |
ddH,0) oder ein zu alkalischer pH-Wert. Von manchen Autoren beschriebenen
Dialysepuffer enthielten 300 mM NaCl und 100 mM Tris-HCI bei einem pH-Wert
bis max 8,0 (75, 77).

Als Konsequenz wurde ein alternatives Proteinaufreinigungsverfahren verfolgt.
Es wurde die Methode von Nall et al., 2004 Gbernommen (78), siehe auch Kap.
2.2.2.3 — native Proteinaufreinigung, bei der die Notwendigkeit der Dialyse
entfallt. Hierzu wurde nur NS3pro Protein erneut exprimiert und nach der neuen
Methode aufgereinigt (Abbildung 24). Auf eine NS2B-Synthese wurde bis zum
Ergebnis der Aktivitdtsmessung der NS3pro und aufgrund von Literaturhinwei-
sen, dass das komplette NS2B-Protein nur in Anwesenheit der Membranlipide
die NS3pro-Protease aktiviert (76, 79), verzichtet.

Aufgrund einer geringen Ausbeute, wurden alle NS3pro-Eluate vereinigt und

mit Hilfe von Microcep™ 3K Omega Ultrafiltrationsrohrchen nach Anleitung des
Herstellers aufkonzentriert (Pall Life Sciences, Microsep™ Advance Centrifugal
Devices). Die Endkonzentration der Proteasenlésung wurde nach der Bradford-

Methode (2.2.2.8) ermittelt und betrug ca. 1,4 pg/ul. Die aufgereinigte Protease
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wurde anschlieBend in einem Enzym-,Assay” auf Aktivitat gepruft (3.2).

[kDa] IPTG El E2 E3 E4 E5 E6 p24
-+

34 — |

g - e

26 —

b
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Abbildung 24: Nachweis der NS3pro-Expression mittels Western-Blot nach einer nativen
Proteinaufreinigung unter Verwendung eines 12,5 % SDS-Polyakrylamidgels. Dargestellt
sind Proben 1-9: Probe 1: vor der IPTG-Zugabe (IPTG - ), Probe 2: nach IPTG-Zugabe (IPTG
+ ), Proben 3-8: Eluate (E1-6) und Kontrollprobe 9 (p24, MW 24 kDa). NS3pro-Expression ist
in den Proben nach IPTG-Zugabe leicht oberhalb der p24-Kontrollbande zu sehen.

3.1.2 Expression und Aufreinigung des NS2B-Gly-Linker-NS3pro-
Proteasenkonstruktes von DENV2

Ein weiterer DENV2-Protease enthaltender Klon (NS2B-Gly-Linker-NS3pro im
pET28a-Vektor in BL21 E. coli) wurde von dem Arbeitskreis Klein der Univer-
sitdt Heidelberg zur Verfigung gestellt. Es handelt sich dabei um ein Fusions-
protein aus Kofaktor (NS2B 49-93) und Protease-Doméne (NS3pro 1-194), die
mit Hilfe von Gly-Linker miteinander verbunden sind. Dieses Konstrukt enthalt
nicht den kompletten NS2B-Kofaktor, sondern nur 44 Aminos&uren aus den
NS2B-Domaénen llI-V, da diese bereits zur Proteaseaktivierung geniigen (17, 44,
45). Der klontragende Vektor besitzt eine Polyhistidinregion — His-Tag (6xHis)
und wird bei der Proteinsynthese mittranslatiert (Abbildung 25).

Das NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protein wurde exprimiert und nativ aufgereinigt
(siehe Kap. 2.2.2.3). Zum Proteinnachweis wurde eine SDS-Gelelektophorese
mit anschlieBender Coomassie-Farbung (Kap. 2.2.2.5) durchgefiihrt (Abbildung
26). Das rechnerisch ermittelte MW der rekombinanten DENV2-Protease ist 29
kDa. Die Proteinkonzentration der einzelnen Eluate wurde nach der Bradford-
Methode (2.2.2.8) bestimmt (Tabelle 7).
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Vektor-Schnittstelle- [E8l - SEZ5- Gly-Linker- NS3pro- S8 Schnittstelle- Vektor- HiSSTag

Vektor 49 NS2B
MADLELERAADVKWEDQAEISGSSPILSIT

93——Gly-Linker - 1
ISEDGSMSIKNEEEEGGGGSGGGGAGVLWDVPSPPPVGK

—_  NS3pro L § p—
AELEDGAYRIKQKGILGYSQIGAGVYKEGTFHTMWHVT

75
RGAVLMHKGKRIEPSWADVKKDLISYGGGWKLEGEWK

EGEEVQVLALEPGKNPRAVQTKPGLFKTNAGTIGAVSLD

135

FSPGTSGSPIIDKKGKVVGLYGNGVVTRSGAY VSAIAQTE

194——Vektor His-Tag—
KSIEDNPEIEDDIFRKLVPRGSTSS VDK LAAALEHHHHHH*

Abbildung 25: Schematische Darstellung des DENV2-Proteasekonstruktes. Die AS-Se-
quenz des synthetisierten NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Proteins sind: dargestellt in Blau das
NS2B-Kofaktor, in Griin Gly-Linker, in Schwarz NS3pro-Protease, in Rot katalytische Triade
H51, D75, S135, in Gelb Vektor-Schnittschtellen und in Lila His-Tag.

El E2 E3 E4 E5 E6 B IPFIG IPIG

Moy,

[kDa]
45 —

35—

25—

Abbildung 26: Nachweis der NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Proteinexpression mittels Coomas-
sie Farbung nach einer nativen Proteinaufreinigung. Dargestellt sind Proben 1-9: Proben
1-6: Eluate (E1-E6), Probe 7 ,,Beads*“ (B), Probe 8 vor der IPTG-Zugabe (IPTG - ), Probe 9
nach IPTG-Zugabe (IPTG + ). Deutliche Proteinexpression ist in der Probe 9 nach IPTG-Zu-
gabe zu sehen. Eine Breite NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Proteinbande ist in den Eluaten E1-E6
und ,,Beads” in der Hoéhe zwischen 25 und 35 kDa nachweisbar.
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Eluat Proteinkonzentration [ug/pl]
E1 11,6
E2 10,4
E3 7,0
E4 4,0
E5 1,8
E6 0,2

Tabelle 7: Nach der Bradford-Methode ermittelte Proteinkonzentrationen der Eluate E1-E6
in pg/ul.

3.2 Aktivitatsprifung der DENV2-Protease

Nach der Aufreinigung wurden NS3pro- und NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protea-
sen in einem Enzym-,Assay“ auf Aktivitat geprift (vgl. Kap. 2.2.3.6.2.1.1 und
2.2.3.6.2.2). Als erstes wurden die ,Assay“-Puffer an die Proteasen und Sub-
strate angepasst. Flr die photometrische Analyse der NS3pro-Protease mit
L-BAPA als Substrat wurden die folgenden drei Puffer und zwei Proteasekon-

zentrationen untersucht:

Puffer:

1. 50 mM TRIS-Puffer (pH 8,0), 50 mM NaCl ad 1 1dd H,O

2. 50 mM TRIS-Puffer (pH 8,0) ad 1 1dd H,O

3. 50 mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol, 0,0016 % Brij ad 1 1ddH,O

Proteasekonzentrationen:
a. ~0,35 pg/pl (5 plin 200 pl Ansatz); b. ~3,5 pg/ul (50 pl in 200 pl Ansatz).

Bei Zugabe der Substrat-DMSO-L8sung zum ersten Puffer, ist das Substrat aus-
gefallen, wahrend es beim zweiten und dritten Puffer in Losung blieb. Die Aktivi-
tatsmessung wurde somit mit den beiden letzten Puffern durchgefiihrt. Die
Proteasekonzentration von ~0,35 pg/pl war zu klein (Abbildung 27 a), aus diesem
Grund wurde ihre Menge im Ansatz verzehnfacht. Dies flhrte zu guten Messer-
gebnisen (Abbildung 27 b-c). Die Messung mit dem dritten Puffer lieferte besse-
re Messwerte mit kleinerer Abweichung (vgl. Abb. 27c), die mittlere Reaktionsge-
schwindigkeit aus zwei Messungen war allerdings bei beiden Puffern ungeféhr

gleich. Somit scheint Puffer 3 flr die Inhibitorentestung besser geeignet zu sein.
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Abbildung 27a-c: Aktivitatspriifung von NS3pro-Protease mittels Photometrie mit L-BAPA
als Substrat. Anderung der Absorption bei 405 nm zweier Proben in Abhangigkeit von der
Zeit (Messabstand 30 s). a) 5 pl Protease, 50 mM TRIS-Puffer (pH 8,0). b) 50 ul Protease, 50
mM TRIS-Puffer (pH 8,0). c) 50 pl Protease, 50 mM TRIS-Puffer (pH 9,0) + 10 % Ethylengly-
kol + 0,0016 % Brij.
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Fir die NS3pro-GlyLinker-NS2B-Protease wurden zwei Puffer untersucht:

1. 200 mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol, 0,0016 % Brijad 1 1ddH,O
2. 50 mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol, 0,0016 % Brijad 1 1dd H,0
Die Aktivitat der Protease war bei 50 mM TRIS hdéher als bei 200 mM TRIS,

deswegen wurde dieser Puffer fir die Inhibitorentestung benutzt (Abb. 28).

400 LA LI L L L LI L L L L 0N~
380
360
340
320
300
280
260
240
220
200
180

160
140 e by b b b b b b by 1y

—O— Messprobe 1
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Fluoreszenzintensitét [F]
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Zeit[mi]

Abbildung 28: Aktivitatspriifung von NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease mittels Fluorome-
trie mit Boc-Gly-Arg-Arg-AMC als Substrat (Endkonzentration im Ansatz 100 pM) und 50
mM TRIS-Puffer (pH 9,0), 10 % Ethylenglykol, 0,0016 % Brij ad 1 1 ddH,O als Puffer. Anstieg
der Fluoreszenzintensitat zweier Proben in Abhangigkeit von der Zeit (Messabstand 30 s).

AnschlieBend wurde der Km-Wert von NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease be-
stimmt (2.2.3.6.2.2) (Abbildung 29). Der ermittelte Km-Wert von NS2B-Gly-Lin-
ker-NS3pro-Protease betrug 196+20 pM.

—O— Messung 1
—@— Messung?2

V [dF/min]

0 200 400 600

S [uM]
Abbildung 29: Verdiinnungsreihe zur Bestimmung des Km-Wertes von NS2B-Gly-Linker-
NS3pro-Protease. Graphische Darstellung der ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten bei
verschiedenen Substratreaktionen (Endsubstratkonzentrationen in 200 pl Reaktionsansatz

0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 und 250 uM). Der Km-Wert wurde durch nichtlineare Regression
mit Hilfe des GraFit5-Programms ausgerechnet.
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Beide Proteine NS3pro und NS2B-Gly-Linker-NS3pro waren enzymatisch aktiv.
Aufgrund dessen, dass NS3pro-Protease ohne Kofaktor in den Tests mit re-
kombinanten Schnittstellen des DENV2-Polyproteins deutlich weniger aktiv war
als das Proteasenkonstrukt (17, 75), wurde sie nicht flr das weitere Inhibitoren-
testung gewéhlt. Die NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease war dagegen bei der
Suche nach den neuen Proteaseinhibitoren bereits erfolgreich gewesen (44,

57-59), deshalb wurde sie flr die anschlieBende Inhibitorentestung benutzt.

3.3 Identifizierung neuer DENV2-Proteaseinhibitoren
3.3.1 Suche nach einer passenden Substanzklasse

Am Anfang wurde eine Reihe von Inhibitoren verschiedener Substanzklassen
in vitro in einem fluorometrischen DENV2-Protease-, Assay“ (siehe 2.2.3.6.3.1)
auf ihre Wirkung getestet (144 unterschiedliche Verbindungen, siehe Anhang).
Die Substanzen wurden bereits zur Hemmung anderen Proteasen verwendet
und wiesen eine gewisse Wirkung auf. Z.B. inhibierte TP 38 auch sechs weitere
Proteasen: Cathepsin C, B und D, Falcipain 2, Rhodesain, SAP2 (80). Aus dieser
Gruppe wurden dann die Substanzen herausgegriffen, die bei Dengue-Protease

inhibitorisch wirksam waren (Tabelle 8).

MwW Konz. | Hemmung | ICs0
[g/mol] [uM] [%] [WM]

i :
FM 47 lu] @ 356,43 20 31 99+1 Diarylthioether
WA

-

Name Struktur Substanzklasse

MH 313 jgﬁ_nj\f/w”\/@ 343,41 40 47 34+2 Thiazole

H i
MH 214 \”:[33—”)\%@ 287,34 50 45 n.b. Thiazole
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|

- o .
Olefine
'
TP 38 m"\[ ‘\J"‘D’\@ 428,52 50 52 39+1 (Zimtsaurederi
\Q vat)

Tabelle 8: Ubersicht der getesteten DENV2-wirksamen Verbindungen (n.b.: wurde nicht
bestimmt)

MH 313, MH 214 und TP 38 wurden in Vero-Zellkulturen auf Toxizitat getestet
(vgl. Kap. 3.3.5.1). Die maximale DMSO-Konzentration im Ansatz betrug 0,5%.
Es wurde erkannt, dass TP 38 und MH 214 keine Toxizitat aufweisen, wahrend
MH 313 bei einer Konzentration von 50 uM stark zytotoxisch war (Abbildung
30). Aus diesem Grund wurde der Inhibitor nicht weiter untersucht. FM 47

wurde in der Literatur als toxisch bei 30 uM beschrieben (81).

€140
[
§120
=100 -
£
C
S 80 m50 pM
o
g 60 o5 pM
2 " m0,5 uM
mDMSO
20 -
O a
MH313 TP38 MH214
Inhibitoren

Abbildung 30: Ergebnisse der Zytotoxizitatsmessung fir MH 313, TP 38, MH 214. Darstel-
lung der Absorptionsmittelwerte [%)] einer Dreifachmessung bei 50, 5 und 0,5 pM Inhibi-
torkonzentration sowie bei DMSO statt Inhibitor mit Angabe der Standardabweichung. Als
Referenzwert diente DMSO-Wert (100%).

AnschlieBend wurden FM 47, MH 214 und TP 38 bezlglich ihrer Hemmeigen-
schaften beurteilt (siehe Kap. 2.2.3.6.3.4).
Bei der Beurteilung errechneter Km- und Vmax-Werte bei verschiedenen

Konzentrationen von FM 47 sah man eine kontinuierliche Abnahme der Reak-

tionsgeschwindigkeit mit steigender Inhibitorkonzentration, was fir eine nicht-
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kompetitive Hemmung von FM 47 spricht (Tabelle 9). Dies bestatigte auch die
Auftragung nach Lineweaver-Burk (Abbildung 31).

FM 47
Inhibitor Konz. Km = Stabw Vmax = Stabw
[uM] [uM] [min/dF]
0 160+16 37+2
40 241+41 36+4
60 200+32 26+3
100 117+32 20+3

Tabelle 9: FM 47. Ermittelte Km- und Vmax-Werte mit Standardabweichungen (Stabw) der
2. Messung fir Inhibitorkonzentrationen von 0, 40, 60, 100 uM.

—O— 0uM
0,4 —0— 40uM

T 60uM

—m— 100 uM

1V [min /dF]
o
N

0 0,02 0,04 0,06
1/S [1/uM]

Abbildung 31: : FM 47. Lineweaver-Burk-Auftragung bei Inhibitor-konzentrationen von 0, 40,
60, 100 pM. Der Schnittpunkt der Geraden liegt auf der x-Achse. Es handelt sich um eine
nichtkompetitive Hemmung.

Auch MH 214 ist ein nichtkompetitiver Inhibitor. In der Auftragung nach Linewe-
awer-Burk schneiden sich die Geraden leicht oberhalb der x-Achse (Abbildung

32). Die Analyse der errechneten Km- und Vmax-Werte zeigt die Abnahme der

maximalen Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Inhibitorkonzentration,

wéhrend Km anndherungsweise gleich bleibt (Tabelle 10).
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MH 214
Inhibitor Konz. Km + Stabw Vmax = Stabw
[uM] [uM] [min/dF]
0 99+17 46+4
20 117+15 46+3
40 96+23 25+3
60 99+14 30+2
100 85+28 27+4

Tabelle 10: MH 214. Ermittelte Km- und Vmax-Werte mit Standardabweichungen fiir Inhibi-
torkonzentrationen von 0, 20, 40, 60, 100 uM der in de Abbildung 34 dargestellten
Messungen.

025 |- —O— 0uM

02 —e— 20uM
— —— 40uM
E 0.15 = —m— 60 uM
§ 01 | —A— 100 uM

0,05

0 1 l 1 l 1
0 0,02 0,04 0,06
1/S [1/uM]

Abbildung 32: MH 214. Lineweaver-Burk-Auftragung bei Inhibitor-konzentrationen von 0,
20, 40, 60, 100 uM. Der Schnittpunkt der Geraden liegt oberhalb der x-Achse. Es handelt
sich um eine nichtkompetitive Hemmung.

Nach der Auswertung einer Dreifachmessung ist TP 38 ein kompetitiver Inhi-
bitor. Man sieht eine Zunahme von Km mit steigender Inhibitorkonzentration,
wahrend Vmax ungefahr gleich bleibt (Tabelle 11). In der Lineweaver-Burk Auf-
tragung schneiden sich die Geraden auf der Y-Achse (Abbildung 33).
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TP 38
Inhibitor Konz. Km + Stabw Vmax = Stabw
[uM] [uM] [min/dF]
0 8717 37+3
40 100+31 33+5
60 152+48 37+7
100 183+88 27+8

Tabelle 11: TP 38. Ermittelte Km- und Vmax-Werte mit Standardabweichungen (Stabw) fiir
Inhibitorkonzentrationen von 0, 40, 60, 100 uM der im Abiildung 36 dargestellten Messun-
gen.

0,6
—O— 0uM
- —@— 40 M

T 04 —H G0
O
< —|— 100 pM
£ 5
2
— 0,2 —

0

-0,02 0 0,02 0,04 0,06
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Abbildung 33: TP38. Lineweaver-Burk-Auftragung bei Inhibitor-konzentrationen von 0, 40,
60, 100 puM. Der Schnittpunkt der Geraden liegt auf der y-Achse. Es handelt sich um eine
kompetitive Hemmung.

3.3.2 Testung von FM 47 und TP 38 Derivaten

Synthetisierte FM 47 und TP 38 Derivate (31 Substanzen) wurden mittels In-
hibitorentestung (2.2.3.6.3.1) untersucht (Tabelle 12, 13). Die Hemmwerte der
Substanzen mit Fluoreszenzléschung (,Quenching”) wurden nach einer Korrek-
turmessung revidiert (2.2.3.6.3.2). Es zeigten 2 Substanzen - HWu 51 und HWu

62 - eine Hemmung von ca. 70 %, dem besten Ergebnis, 2 Substanzen - SH 03
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und SH 05 - ca. 60 %-Hemmung, 6 Substanzen - HWu 11, HWu 34, HWu 44,
SH 01, SH 02, SH 04 - einer Hemmung um die 50 % und 4 Substanzen - HWu
20, HWu 21, HWu 29 und HWu 69 - eine ca. 40 %-ige Hemmung. Die restlichen

Derivate zeigten eine Hemmung unter 35%.

Bezeichnung MW Konz. Hemmung
[9/mol] [uM] [%]
HWu 3f 385,54 50 29
HWu 4 371,43 50 35
HWu 8 341,45 50 15
HWu 9a 355,48 50 16
HWu 11 402,4 50 54
HWu 12 314,36 50 20
HWu 14 357,41 50 34
HWu 15 316,37 50 29
HWu 17 330,4 50 28
HWu 19 342,41 50 26
HWu 20 407,46 50 41
HWu 21 356,42 50 38
HWu 29 413,47 50 36
HWu 31 371,43 50 34
HWu 34 385,42 50 47
HWu 44 385,42 50 47
HWu 46 443,5 50 30
HWu 47 447,53 50 29
HWu 49 351,38 50 21
HWu 50 365,41 50 3
HWu 51 452,46 50 69
HWu 53 388,41 50 0
HWu 62 475,46 50 66
HWu 63 437,49 50 21
HWu 64 421,49 50 22
HWu 69 452,46 50 38

Tabelle 12: Ubersicht der getesteten FM 47 Derivate. Fiir die in vivo Analyse ausgewahlte
Substan-zen sind grau markiert.
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Bezeichnung MW Konz. Hemmung
[9/mol] [uM] [%]
SH 01 352,43 50 46
SH 02 380,48 50 50
SH 03 394 50 57
SH 04 394,5 50 55
SH 05 380,5 50 61

Tabelle 13: Ubersicht der getesteten TP 38 Derivate. Fiir die in vivo Analyse ausgewahlte
Substanzen sind grau markiert.

3.3.3 Bestimmung des IC, -Wertes ausgewabhlter Inhibitoren

Fir einige der besten in vitro getesteten Substanzen wurden die IC, -Werte
bestimmt (2.2.3.6.3.3). Um die Abnahme der Fluoreszenzintensitéat durch die
Fluoreszenzldschung (,Quenching®) des Inhibitors zu beriicksichtigen, wurde
Korrekturmessung durchgefihrt (2.2.3.6.3.2) und die Ergebnisse korrigiert
(Abbildung 35, am Beispiel von HWu 62). Die mit GraFit 5 berechnete Steigun-
gen [dF/T] der Geraden bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen (Abbildung

34, am Beispiel von HWu 62) wurden in relativer Form in Prozent dargestellt. Die
Steigung bei [I] von 0 uM diente als BezugsgroBe mit 100 %, da hier die Enzym-
wirkung ihr Maximum hat. Die Konzentration des Inhibitors, bei der die Steigung
nur 50 % betragen hat (ICso 0-100%), wurde mit Hilfe das Programms berech-

net (Abbildung 35, am Beispiel des HWu 62).
T T T T T T T T T

(10 pM

(110 uM
(120 pM
(140 M
(150 uM
(160 uM
(180 uM
[ 100 uM

400

F (Intensitat)

11t 80t

Zeit [min]

Abbildung 34: HWu 62. Verdliinnungsreihe zur ICs0-Bestimmung. Messung 1. Auftragung
der Intensitat gegen Zeit bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen.
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Abbildung 35: HWu 62. Verdiinnungsreihe zur ICso-Bestimmung. Enzymwirkung in Prozent
in Abhangigkeit von der Inhibitorkonzentration in pM bei konstanter Substratkonzentration
(100 pM) vor (oe) und nach Korrektur (om).

Inhibitor ICs0 [uM]
HWu 62 18+1
HWu 51 26+2
HWu 44 30+2
HWu 34 53+3
HWu 29 54+6
SH 05 48+5

Tabelle 14: ICs0-Werte ausgewahlter Inhibitoren unter Angabe der Standardabweichungen

3.3.4 Beurteilung der Wirkungsweise ausgewahlter Inhibitoren

Fir HWu 62, den wirksamsten der getesteten Inhibitoren in vitro, wurden Mess-
reihen zur Beurteilung der Wirkungsweise durchgefihrt (2.2.3.6.3.4). Dazu wur-
de eine Verdlinnungsreihe des Substrats so angesetzt, dass die Endkonzentra-
tionen im 200 pl Ansatz 10, 50, 100, 200 uM waren. Da der ICso-Wert von HWu
62 bei 18+1 uM liegt, wurden die Messungen bei niedrigeren Inhibitor-konzent-
rationen, als in 2.2.3.6.3.4 beschrieben, durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten
als Doppelmessungen bei Inhibitorkonzentrationen von 0, 5, 10, 20, 40, 60 pM.

Mit Hilfe des Programms Graph Pad Prism6 Programm wurden Km- und Vmax-
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Werte aus beiden Messungen flir jede Inhibitorkonzentration berechnet (Tabelle
15). Dabei sah man eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender
Inhibitorkonzentration, was flr eine nichtkompetitive Hemmung des Inhibitors

sprechen wirde.

HWu 62
Inhibitor Konz. Km Vmax
[uM] [uM] [min/dF]

0 68+27 32+5
5 40+15 19+2
10 58+17 19+2
20 174+68 27+6
40 46+26 10+2

60 15+13 5+1

Tabelle 15: HWu 62. Ermittelte Km- und Vmax-Werte bei 0-60 uM

0,6 LI L
—0o— OuM
i —e— 5uM
— 04 - —0— 10uM
o
E | —a— 20uM
€
> —A— 40 uM
S 0,2
—A&— 60 uM
0
%I 1 AN AN N A N NN NN N B
-0,04 -0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
15 [1/uM]

Abbildung 36: HWu 62. Lineweaver-Burk-Auftragung einzelner Messungen bei 0, 5, 10, 20,
40, 60 uyM

In der Lineweaver-Burk-Auftragung haben die Geraden nur andeutungsweise
einen gemeinsamen Schnittpunkt auf der x-Achse (Abbildung 36). Somit ist die
Wirkungsweise nicht eindeutig. Eine mogliche Erklarung dafir wére, dass der

Inhibitor mit der einen Bindungsstelle kompetitiv in dem katalytischen Zentrum

bindet und mit der anderen nichtkompetitiv auBerhalb von diesem.
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3.3.5 Analyse ausgewahlter FM 47 und TP 38 Derivate in vivo

Fur die in vivo Analyse wurden von den FM 47 und TP 38 Derivaten 9 Inhibito-
ren mit verschiedenen Hemmeigenschaften in vitro ausgesucht: HWu 51 und 62
mit einer Hemmung von 70 %, SH 05 mit 60 %, HWu 11, 34, 44 mit einer Hem-
mung um die 50 % und HWu 20 und 29 mit einer um die 40% und HWu 50 mit
fehlender Hemmwirkung bei 50 pM (Tabelle 12, 13, grau markiert).

3.3.5.1 Bestimmung der Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitat der ausgewahlten Inhibitoren wurde, wie in 2.2.3.5.1 beschrie-
ben, bestimmt. Fir eine zusétzliche Messung wurden in DMSO geldste Inhibi-
toren noch 1:5 mit Medium verdinnt, die Endkonzentrationen im Ansatz blieben
die gleichen. Die Verdiinnung diente dazu die zytotoxische Wirkung von DMSO
zu reduzieren (die DMSO-Konzentration vor der Verdlinnung betrug 0,5 %, nach
1:5-Verdiinnung nur 0,1 %). Die Auswertung der Messung zeigte annéhernd
gleiche Ergebnisse fur Inhibitorentoxizitat, wie in der Messung mit héherem
DMSO-Gehalt in den Proben.

Es wurde erkannt, dass die Inhibitoren HWu 11, HWu 51, HWu 62 eine Zytotoxi-
zitat im Bereich von 80 bis 5 pM aufwiesen, dies auBerte sich in der Abnahme
der Absorption um bis zu 60 %. Erst ab einer Konzentration von 1,25 uM waren
die Substanzen genauso toxisch wie DMSO. Bei HWu 20, HWu 29, HWu 34
zeigte sich eine Absorptionsabnahme von maximal 30% in Konzentrationen
oberhalb 0,5 pM. HWu 44 war ab 20 uM und SH 05 ab 5 pM nicht mehr toxisch.
HWu 50 wies keine zytotoxische Wirkung bei den getesteten Konzentrationen
auf (Abb. 37-41, Tabelle 16).

Inhibitor K°”Z[E:?J|r]at'°” Inhibitor K°"Z[‘Zrl‘\;'5at'°“
HWu 11 125 HWu 50 80

HWu 20 0.5 HWu 51 1.25
HWu 29 125 HWu 62 1.25
HWu 34 0.5 SH 05 5

HWu 44 20

Tabelle 16: Zytotoxizitdtsmessung ausgewahlter Inhibitoren. Inhibitorkonzentrationen bei
denen keine Zytotoxizitat beobachtet wurde (unter Beriicksichtigung zweier Messungen).
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Abbildung 37: Ergebnisse der Zytotoxizitatsmessung fur HWu 11, HWu 20, HWu 29, HWu
34. Darstellung der Absorptionsmittelwerte [%)] einer Dreifachmessung bei 80, 20, 5, 1,25
und 0,5 pM Inhibitorkonzentration sowie bei DMSO statt Inhibitor und reinem Medium mit
Angabe der Standardabweichung. DMSO-Wert dient als Referenzwert (100%).
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Abbildung 38: Ergebnisse der Zytotoxizitdtsmessung fur HWu 11, HWu 20, HWu 29, HWu34
bei verminderter DMSO-Konzentration (1:5 DMSO:Medium). Darstellung der Absorptions-
mittelwerte [%] einer Dreifachmessung bei 80, 20, 5, 1,25 und 0,5 uyM Inhibitorkonzentra-
ton, unverdiinntem DMSO statt Inhibitor, reinem Medium sowie 1:5 verdiinntem DMSO mit
Angabe der Standardabweichung. 1:5 DMSO:Medium-Wert diente als Referenzwert (100%).
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Abbildung 39: Ergebnisse der Zytotoxizitdtsmessung fiur HWu 44, HWu 50, HWu 51, HWu

62. Darstellung der Absorptionsmittelwerte [%] einer Dreifachmessung bei 80, 20, 5, 1,25
und 0,5 pM Inhibitorkonzentration sowie bei DMSO statt Inhibitor und reinem Medium mit
Angabe der Standardabweichung. DMSO-Wert dient als Referenzwert (100%).
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Abbildung 40: Ergebnisse der Zytotoxizitdtsmessung fur HWu 44, HWu 50, HWu 51, HWu
62 bei verminderter DMSO-Konzentration (1:5 DMSO:Medium). Darstellung der Absorpti-
onsmittelwerte [%] einer Dreifachmessung bei 80, 20, 5, 1,25 und 0,5 uM Inhibitorkonzent-
ration, unverdiinntem DMSO statt Inhibitor, reinem Medium sowie 1:5 verdiinntem DMSO
mit Angabe der Standardabweichung. 1:5 DMSO:Medium -Wert diente als Referenzwert
(100%).
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Abbildung 41: Ergebnisse der Zytotoxizitdtsmessung fiir SH 05. Darstellung der Absorpti-

onsmittelwerte [%] einer Dreifachmessung bei 80, 20, 5, 1,25 und 0,5 uM Inhibitorkonzent-
ration, unverdiinntem bzw. 1:5 verdiinntem DMSO statt Inhibitor sowie reinem Medium mit
Angabe der Standardabweichung. DMSO- bzw. 1:5 DMSO:Medium-Wert diente als Refe-

renzwert (100%).

3.3.5.2.Beurteilung der zytotoxischen Wirkung der DMSO

Die zytotoxische DMSO-Wirkung ist laut Literatur auf eine pH-Veranderung und

Anstieg des osmotischen Druckes zurtickzufUhren (82). Zwar wird DMSO zur-
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zeit fur Kryokonservierung benutzt und die 10 % Konzentration als untoxisch
gilt (83), allerdings gerade in Zellkulturen kann DMSO die Proliferationsrate der

Zellen bereits bei Konzentrationen von 1 % um bis zu 50 % reduzieren (84).

Die Ergebnisse der Messungen wurden beziiglich der zytotoxischen Wirkung
von DMSO beurteilt (Abbildung 37-41). Dabei wurde 0,5 % DMSO mit Medium
und 0,1 % DMSO (1:5) verglichen sowie 0,1 % DMSO (1:5) mit Medium vergli-
chen (Tabelle 17). In der % der Falle war eine Lésung mit hoherem DMSO-
Gehalt toxischer als mit niedrigerem DMSO-Anteil. In restlichen ¥ der Falle
war die Zytotoxizitat der beiden ungeféhr gleich. Daraus lasst sich schlieBen,
dass DMSO bereits in dieser niedrigen Konzentration leicht zytotoxisch ist.

Aus diesem Grund wurden fur weitere in vivo Tests Inhibitoren 1:1 mit Medium

verddnnt.
Ergebnisse von 18 Messungen Gesamt
DMSO = Medium oder DMSO < Medium 5
1:5 DMSO = Medium oder 1:5 DMSO < Medium 2 11
DMSO = 1:5 DMSO oder DMSO < 1:5 DMSO 4
DMSO > Medium 13
1:5 DMSO > Medium 7 25
DMSO > 1:5 DMSO 5

Tabelle 17: Beurteilung der Zytotoxischen Wirkung der DMSO. (< weniger toxisch, = gleich
toxisch, > starker toxisch)

3.3.5.3 Beurteilung der Proteaseinhibitoren in vivo mit Hilfe von
Immunhistochemie und Fluorometrie

Die Hemmung der viralen Replikation durch die 9 ausgewahlten FM 47 und TP
38 Derivate wurde in Vero-Zellkultur untersucht. Die maximale DMSO-Konzent-

ration im Ansatz lag bei 0,25 %.

3.3.5.3.1 Visuelle Beurteilung der viralen Replikation

HWu 11, 20, 29, 34, 44, 50, 51, 62, SH 05. Die Wirkung der Proteaseinhibitoren
in vivo wurde zuerst bei Konzentrationen von 20, 5 und 2,5 uM getestet und

mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie visuell beurteilt (2.2.3.5.2.1). Die infizierten
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Zellen leuchteten rot, da die viralen Proteine mit Hilfe von Maus-mAb-HB46 als

Erst- und anschlieBend mit fluoreszenzfarbstoffgekoppeltem Anti-Maus-Cy3 als
Zweitantikbrper markiert wurden. Dabei konnte aus der Menge an rot leuchten-
den, infizierten und nicht leuchtenden, nicht infizierten Zellen, auf die Starke der

hemmenden Wirkung geschlossen werden (Tabelle 18).

'E:I:‘AZ] HWu 11 | HWu 20 | HWu 29 | HWu 34 | HWu 44 | HWu 50
20 ++ | ++ | + + + + - - + + + £
5 ++ | ++ | - - - - - -

2,5 + + - - - - - - - - - -
20 tH | [ ] - - Bedeutung:
5 ++ | [ | ] - - ++ sehr gute Hemmung
2,5 ++ |+ |+ |+ | - - + gute Hemmung
Konz. + minimale Hemmung
[LuM] HWu 51 | HWu62 | SH 05 - keine Hemmung

Tabelle 18: Visuelle Beurteilung der Inhibitoren HWu 11, 20, 29, 34, 44, 50, 51, 62 und SH 05
beziiglich ihrer Hemmung der viralen Replikation bei Konzentrationen 20, 5, 2,5 uyM.

In allen Napfchen haben sich die Zellen gleichermaBen vermehrt. In den N&pf-
chen mit HWu 62 haben die Zellen bei allen drei Konzentrationen nicht geleuch-
tet, also konnte sich das DENV2 in Zellen nicht vermehren. Bei HWu 51 und 11
waren vereinzelt leuchtende Zellen bei 2,5 uM nachweisbar und keine Virusver-
mehrung bei 20 und 5 pM. Da aber gerade die Inhibitoren HWu 11, 51 und 62
eine Zytotoxizitat bei den Konzentrationen zwischen 80 und 5 pM aufwiesen,
koénnte eine generelle Proteinsynthesestérung der Zellen der fehlenden Virus-
vermehrung zugrunde liegen. So wurden weitere Versuche mit den niedrigeren
Inhibitorkonzentrationen zwischen 2,5 uM und 50 nM durchgefihrt und die
Wirkung durch visuelle Auswertung und mit Hilfe einer Fluoreszenzmessung

quantitativ erfasst.

HWu 20 zeigte gute Hemmung der viralen Replikation nur bei 20 pM, bei dieser
Konzentration war es allerdings toxisch (Abbildung 37). HWu 29, 44 waren bei

20 uM nur minimal wirksam. Gleiches gilt fir HWu 50, dieser Inhibitor zeigte je-

79



Ergebnisse

doch keine Hemmwirkung in vitro. In den Napfchen mit HWu 34 und SH 05 war

keine Hemmung festzustellen.

Aprotinin. Auch die Wirkung von Aprotinin wurde in vivo untersucht (Tabelle
19). Fur diesen bekannten Dengue-Protease-Inhibitor in vitro gibt die Literatur
(44) eine 100 %-ige Hemmung der Dengue-NS2B-Gly-Linker-NS3pro-Protease
bereits bei 0,77 nM und eine minimale Hemmung bei 0,077 nM in der flouro-
metrischen Analyse an. Aus diesem Grund wurde flr die in vivo Analyse eine
VerdlUnnungsreihe von 0,77 bis 0,077 nM angesetzt. Es wurde keine Hemmung

der viralen Replikation bei diesen Aprotininkonzentrationen beobachtet.

Konzentration Aprotinin
[nM] (1,54 pM)
0,770 3 ~ Bedeutung:

++ sehr gute Hemmung

0,385 - - + gute Hemmung
0,256 - - + minimale Hemmung
0,193 - - - keine Hemmung
0,110 - -
0,077 - -

Tabelle 19: Visuelle Beurteilung des Aprotinins beziiglich seiner Hemmeigenschaften in
vivo.

HWu 62, 51, 11. Die Hemmung der viralen Replikation durch HWu 62, 51 und 11
bei Konzentrationen 2,5, 1,0, 0,5, 0,1, 0,05 pM wurde in 2 unabh&ngigen Versu-

chen weiter analysiert.

In einer durchsichtigen 96-Napfplatte wurde die Hemmung visuell beurteilt. Da-
bei wurden die fluoreszierenden Zellnester gezahlt und die Ergebnisse in einer
Tabelle zusammengefasst (Tabelle 20). Es wurde eine komplette Hemmung der
viralen Replikation durch HWu 62 bei 2,5 pM und nur noch geringe bei 1 pM.
Die HWu 51 und 11 zeigten nur geringe Hemmwirkung bei 2,5 und keine bei

niedrigeren Konzentrationen.

80



Ergebnisse

Virusmenge [pl] Virusmenge [pl] Virusmenge [pl]
Inhibitor
konz. 10 1 0,1 10 1 0,1 10 1 0,1
[UM]
2,5
1,0
0,5
0,1
0,05
HWu 62 HWu 51 HWu 11
Virusmenge [pl]
10 ) 01 Ohne Virus
DMSO
Anzahl der leuchtenden . 100 <100 <50 0
Zellnestern: > > 50 >10

Tabelle 20 Visuelle Beurteilung der Inhibitoren HWu 11-51-62 beziiglich Hemmung der
viralen Replikation bei Konzentrationen 2,5, 1,0, 0,5, 0,1, 0,05 uM. Farbige Darstellung der
Anzahl der infizierten rot leuchtenden Zellnester. Dunkelrot — mehr als 100 Infizierte Zell-
nester, weiB - keine Infizierten Zellen.

3.3.5.3.2 Fluoreszenzmessung

Um die Hemmung quantitativ zu erfassen, wurde der Versuch bei den Konzent-
rationen von 2,5 uM bis 50 nM in einer schwarzen 96-Napfplatte wiederholt. Die
Intensitat der Fluoreszenz wurde mit einem Fluoreszenzspektrometer gemes-
sen (2.2.3.5.2.2).

In folgendem Diagramm ist der Abfall der Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit
von der Inhibitormenge dargestellt. Der DMSO-Wert diente als oberer Referen-

zwert, hier sollte die Virusmenge am gréBten sein. Die Fluoreszenzintensitat in 2
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Néapfchen ohne Virus diente als unterer Referenzwert (Nullprobe). Bei HWu 62
sah man bei 2,5 yM eine Abnahme der Intensitat fast auf den Wert der nicht
infizierten Kultur (Abbildung 34). Gleiches wurde bereits in der visuellen Beurtei-
lung festgestellt (Tabelle 20). Auch HWu 51 und 11 zeigten bei der Konzentration

eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat.

50000

45000
S 40000 _
% 35000 - mohne Virus
‘g 30000 - B2,5uM
& 25000 - m1uM
g 20000 0,5 UM
S 15000 204 M
L 10000 - 50,05 M

5000 - ’

0 - @DMSO

HWu62 HWub1 HWu11

Abbildung 42: Beurteilung der Hemmwirkung von HWu 62-51-11 mittels Fluoreszenzspek-
trometrie. Der erste Balken zeigt den Mittelwert der Fluoreszenzintensitat in 2 Napfchen
ohne Virus, der letzte in den Napfchen mit 10 ul Virussuspension aber ohne Inhibitor (Null-
probe), die mittleren Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen Inhibitorkonzentrationen.

Rechnet man die Messergebnisse in Prozent um, so sieht man eine fast kom-
plette Hemmung bei 2,5 uM bei HWu 62, ca. 50 %-ige Hemmung bei 2,5 pM
bei HWu 11 und ca.40 %-ige Hemmung bei gleicher Konzentration bei HWu 51.
In der Toxizitdtmessung waren alle drei Substanzen toxisch bei 5 pM und erst
ab einer Konzentration von 1,25 uM lagen sie auBerhalb des toxischen Berei-
ches (Abbildung 41-45). Konzentrationen zwischen 5 und 1,25 uM wurden nicht
untersucht.

Die Inhibitoren FM 47, HWu 62 und 51 wurden nach Fertigstellung dieser Arbeit
erneut in vivo untersucht. Es wurde eine gute Hemmung der DENV2 und zu-
séatzlich der DENV3 Replikation bestatigt.

Zwei gute Inhibitoren in vitro SH 05 und HWu 34 zeigten in der Zellkultur keine
Wirkung. Ursachlich kann einerseits eine deutlich niedrigere Inhibitorkonzentra-
tion als im in vitro Test sein, die unzureichend flr die Hemmung der viralen Ver-

mehrung war. Andererseits kann es sein, dass die Substanzen aus irgendeinem
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Grund nicht in die Zelle gelangen kénnen oder in der Zelle verstoffwechselt und

in eine unwirksame Form umgewandelt werden.

Der Inhibitor HWu 50, der in vitro unwirksam war zeigte dagegen minimale

Hemmung bei 20 pM in der Zellkultur, das war auch der einzige nicht toxische

Inhibitor der Gruppe. Urséchlich fur die inhibitorische Wirkung kénnte eine an-

dere Wirkungsweise als die Proteasehemmung sein.

Inhibitor | Hemm- | ICs0 | Keine | Zellkultur-Test 1 | Zellkultur-Test 2 | Zellkultur-Test 3
ung [uM] | Toxizi | Hemmung bei Hemmung bei Hemmung bei
[%] bei -tat 20-5-2,5 2,5-1-0,5-0,1- 2,5-1-0,5-0,1-
50 uM ab uM 0,05 uM 0,05 uM in Pro-
[uM] (visuelle (visuelle zent (fluorometri-
Beurteilung) Beurteilung) sche Messung)
gut bei 2,5 uM . . o .
HWu1l | 54 | nb. | 1,25 | sehrgutbeis | Minimalbei25 | 50 % bei2,5uM
uM keine bei 1 pM
UM
HWu 20 41 n.b. 0,5 gut bei 20 pM n.b. n.b.
minimal bei
HWu 29 36 54+6 | 0,5 20uM n.b. n.b.
HWu 34 47 53+3 | 0,5 keine n.b. n.b.
minimal bei
HWu 44 47 30+2 20 20uM n.b. n.b.
minimal bei
HWu 50 3 n.b. 80 20uM n.b. n.b.
sehr gut bei . . 40 % bei 2,5 uyM
HWu 51 69 262 | 1,25 2,5uM maBig bei 2,5 uM keine bei 1 UM
. sehr gut bei 2,5 o ,
HWu 62 66 18+1 | 1,25 sehr gut bei UM 95 A> bei _2,5 uM
2,5uM - . keine bei 1 uM
minimal bei 1 yM
SH 05 61 48+5 5 keine n.b. n.b.

Tabelle 21: Zusammenfassung der in vitro und in vivo Analysen ausgewéhlter Inhibitoren

(n.b.; wurde nicht bestimmt)

Wahrend der in vitro Tests der Inhibitoren wurden einige Substanzen mit sehr

guten Hemmeigenschaften identifiziert und in vivo weiteruntersucht. Einige von

ihnen wurden als potente Pls in vivo identifiziert und kénnten als Nachstes im

Tierversuch getestet werden. Somit ist ein Ausgangspunkt flir weitere Synthes-

eversuche gesetzt.
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4. Diskussion

4.1 Entwicklung antiviraler Substanzen

Momentan ist die Therapie von DF, DHF, DSS rein symptomatisch, da noch
keine wirksamen Medikamente oder Vakzine gegen Denguevirus-Infektion
entwickelt worden sind (52). Die Existenz von vier Dengue-Serotypen erschwert
diese Aufgabe. Dennoch ist die Entwicklung von Proteaseinhibitoren vielver-
sprechend, um Substanzen zu finden, die bei allen vier gleichermaBen wirksam
sind. Zwar weisen die NS3-Proteasen—Untereinheiten der vier Dengue Seroty-
pen nur eine 60 %-ige Strukturahnlichkeit auf, doch sind ihre Substratpreferen-
zen fast identisch (53).

In der HIV-1 Therapie brachte die klinische Einfihrung der Pls den groBen
Durchbruch und verlangerte die Lebenszeit der Patienten erheblich (85-87). Die
HIV-Therapie wurde sténdig fortentwickelt, so dass heute potente Substanzen
zur Verfligung stehen, die auch bei resistenten Viren wirken (88-91). Auch in der
HCV gelang es durch Einfihrung der Pls Telaprevir, Boceprevir und Simeprevir
das HCV Typ 1 vollstéandig zu eliminieren (92-98). Pls stellen gegen Retroviren

und Flaviviren potente antivirale Substanzen dar.

Da gerade die hdheren Virustiter mit einem schwereren Krankheitsverlauf ein-
hergehen (99-102), kdnnte der Einsatz von Pls die Virusvermehrung unterdri-
cken, Virdmie vermindern und den Ubergang der Erkrankung in die kritische
Phase verhindern. AuBerdem wurde die Reduktion des Virustiters und der
Viramiezeit die Wahrscheinlichkeit der Virustransmission verringern und so die
weitere Ausbreitung der Dengueinfektion in den Endemiegebieten vermindern

und/oder verlangsamen.

4.2 Methoden zur Entwicklung antiviraler Substanzen

Bei der Entwicklung neuer antiviraler Substanzen kann generell zwischen ver-
schiedenen Herangehensweisen unterschieden werden. Meist werden gro3e

Substanzbibliotheken in in vitro Testsystemen im Hochdurchsatzverfahren
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untersucht und wirksame Stoffe weiter analysiert. Der Vorteil dieses Verfah-
rens liegt in der Mdglichkeit automatisiert groBe Substanzbibliotheken (>10000
Stoffe) schnell untersuchen zu kénnen. Sein Nachteil liegt in der groBen Zahl
an falsch positiven Substanzen und im relativ hohen finanziellen und zeitlichen
Aufwand. Eine andere Herangehensweise ist die Untersuchung von Stoffgemi-
schen wie z.B. Naturstoffe und die anschlieBende Isolierung der aktiven Wirk-
stoffe. Der Vorteil dieses Verfahrens liegt in der Méglichkeit schnell mehrere
Komponente testen zu kénnen, wéhrend der Nachteil in der z.T. hohen Toxizitat
der Gemische, der vielleicht zu niedrigen Konzentration des Wirkstoffes und

dessen schwieriger Isolation besteht (104).

Eine zielgerichtete Medikamentenentwicklung stellt das sog. ,rationale Medi-
kamentendesign“ dar. Dabei werden Wirkstoffe gezielt gegen virale Molekle
entwickelt, indem z.B. Wirkstoffe an Rontgenstrukturen viraler Enzyme modu-
liert werden. Dieses Verfahren wurde bei der Entwicklung von HIV-1 Pls (105),
aber auch beim Thyrisinkinaseinhibitor Imatinib, der in der Behandlung der
chronischen myeloischen Leukamie erfolgreich angewendet wird (106, 107),
verwendet. Eine Voraussetzung ist jedoch, dass der Bindungsmodus und die
kristallographische Struktur des Enzyms bekannt sind. Bei allen Verfahren ist
die separate Bestimmung der Zelltoxizitdt und der Nachweis der Inhibition der

Virusreplikation nétig.

In dieser Arbeit wurde eine Kombination aus Suche nach Dengue Pls in der
Substanzbibliothek und aus der Fortentwicklung dieser durch rationales mo-
lekulares ,Docking® verwendet. Nach der Entwicklung eines in vitro Protease-
tests wurde eine Bibliothek untersucht und wirksame Substanzen (FM47, TP38)
isoliert. Diese wurde charakterisiert und eine nicht-kompetitive Inhibition ge-
zeigt. AnschlieBend wurde FM47 durch die Arbeitsgruppen Schirmeister (Institut
flr Pharmazie und Biochemie Uni Mainz) und Engels (Institut fr Physikalische
und Theoretische Chemie, Uni Wirzburg) molekular an die Struktur der DENV
PR ,,gedockt”. Bisher sind nur die rdumlichen DENV2 Strukturen der NS3pro
und NS2B-Gly-Linker-NS3pro-PR kristallographisch gelést worden (17, 44). Es
besteht allerdings die M&glichkeit die DENV3-Protease fur ,Molecular Docking®

zu nutzen, da die kristallographische Struktur dieser Protease im Komplex mit
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einem Aldehyd Inhibitor vorhanden ist und die Proteasen beider Dengue-Sero-
typen weitgehend &ahnlich sind (108). Die an den Strukturen fortentwickelten

Substanzen wurden iterativ weiter getestet.

Die Derivate HWu 62, 51 und 11 flhrten zu einer starken Hemmung der DENV2
PR und der Virusreplikation. Weiterhin sind diese Substanzen, wie nach dem
Computersimulation zu erwarten, auch gegen die DENV3 PR aktiv. Dies unter-

mauert das Docking-Model.

Manche in vitro wirksamen Pis zeigten keine Hemmung der Virusrepliaktion,
wie z.B. TP38-Derivat SH 05. Es ist wahrscheinlich, dass diese Substanzen
nicht in die Zelle gelangen kdnnen oder in der Zelle verstoffwechselt und in eine
unwirksame Form umgewandelt werden. Auf jeden Fall sind die gefundenen

Substanzen besser als alle bisher publizierten DENV Pls.

4.3 Prozessierung des Vorlauferproteins

Die Schnittstellensequenzen von DENV sind weniger streng definiert als bei
anderen Viren. Es zeigt sich jedoch, dass die Sequenz RR (Arginin-Arginin) oder
KR (Lysin-Arginin) an den Positionen P2 und P1 konserviert sind, wahrend klei-
ne Aminosauren an P1 den Schnitt beglnstigen (50, 51, 109, 110). Generell gilt
fir Viren, dass die virale Proteasen sich im ersten Schritt selbst prozessieren
und dadurch aktivieren. Dies wurde vor allem bei HIV-1 untersucht (111, 112).
AnschlieBend werden die Vorlduferproteine in festgelegter zeitlicher Reihenfol-
ge prozessiert. Diese wird durch die Prozessivitat der jeweiligen Schnittstellen
determiniert (113). Im in vitro Proteasetest wurde die optimale NS2-NS3 Schnitt-
stelle getestet (75). Dies kann die effizientere Hemmung der Replikation durch
die Pls als im Fall der direkten Hemmung im Proteasetest erklaren, da fur die
virale Replikation alle, also auch suboptimale Proteaseschnittstellen prozessiert

werden mussen.

Die nicht-kompetitive Hemmung unterscheidet die hier beschriebenen Pls von
den kompetitiven Pls die gegen die HIV-1-Protease eingesetzt werden. Die
nicht-kompetitive Hemmung hat zwei grundlegende Vorteile: 1. Der nicht kom-

petitive Inhibitor konkurriert nicht mit dem Substrat um die Bindungsstelle, d.h.
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es wird weniger PI fur eine Hemmung benétigt. 2. Das Virus kann nicht durch

Mutationen in den Schnittstellen dem Selektionsdruck der Pls ausweichen (114).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die in dieser Arbeit beschrie-
benen Pls mit ihrer hohen Wirksamkeit vielversprechende Kandidaten fur die
weitere Medikamentenentwicklung darstellen. So wurde nach Fertigstellung
dieser Arbeit gezeigt, dass die hier beschriebenen Substanzen spezifisch die
DENV 2 und 3 PR in der Zelle hemmen und auch nicht die HIV-1 Replikation
beeinflussen. Als ndchsten Schritt sollen die Substanzen im Tierversuch getes-
tet werden.
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5. Zusammenfassung

Weltweit leben ca. 2,5 Mrd. Menschen im Dengue Virus Verbreitungsgebiet.
Dengue Virus Infektionen fihren zum Dengue Fieber und kénnen bei Re-Infekti-
onen mit anderen Serotypen das sog. Dengue Schocksyndrom mit einer Letali-
tat von 10% verursachen. Momentan stehen jedoch weder Impfstoffe noch
antivirale Substanzen zur Verfligung.

In der vorliegenden Arbeit sollten DENV2-Proteaseinhibitoren entwickelt wer-
den. Dazu wurde ein in vitro DENV Proteasetest etabliert, fir den die DENV
Protease in Bakterien exprimiert und anschlieBend gereinigt wurde. Mit diesem
System wurden 144 Verbindungen getestet und Diaryl-Thioether, Thiazole und
Zimtsaurederivate als Dengue Pls charakterisiert. Ein Diarythioether (FM 47)
wurde an die Proteasestruktur modelliert und nach den Strukturdaten zielge-
richtet derivatisiert. Diese Derivate ihibierten die Protease im mikromolaren
Bereich und wurden anschlieBend in einer Zellkultur getestet. Drei Substanzen -
HWu 11, HWu 51, HWu 62 - zeigten gute bis sehr gute Hemmung in vivo bei 2,5
pUM. Die Charakterisierung der Inhibitoren zeigte eine nicht-kompetitive Hem-
mung. Die gefundenen Substanzen bilden eine gute Grundlage fir die weitere

Inhibitorforschung.
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